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PORflAIWE PE LMNVEWTIOW 

La presente invention se rapporte au domaine de la prevention ou 
du traitement de certains cancers associes a une infection par le 
Papillomavirus de type HPV-16. 

5 

ART ANTERIEUR 

Plusieurs especes de papillomavirus humaln, ou HPV, sont 
considerees aujourd'hui comme les agents causals de cancers. En 
particulier, les HPV de types 16, 18, 31, 33 et 51 sont frequemment 
10 associes aux cancers ano-genitaux, y compris le cancer du col uterin de la 
femme. 

Plus de 50% des carcinomes squameux du col uterin sont associes 
au papillomavirus HPV de type 16. 

Les oncoproteines virales E6 et E7 de HPV sont fortement 

15 impliquees dans les mecanismes moleculaires par lesquels ces virus 
contribuent au developpement de ces cancers. Ces deux oncoproteines 
agissent en inactivant les regulateurs du cycle cellulaire que constituent la 
proteine p53 et la proteine du retinoblastoma, provoquant ainsi I'evenement 
initiateur de la progression a etapes multiples vers le cancer. 

20 En general, les tumeurs malignes sont constitutes de cellules 

cancereuses porteuses d'antigenes associes (TAA) ou d'antigenes 
specifiques (TSA) et d'un micro-environnement stromal particulier, 
caracterisees par une hypervascularisation, ou neoangiogenese, qui peut 
§tre accompagnee d'une paralysie des cellules immunitaires, c'est-a-dire a 

25 un etat d'immunosuppression. Initialement, rimmunosuppression reste 
localisee au niveau de la tumeur, puisque I'individu est encore capable de 
se defendre contre les autres agressions telles que des infections. 

Cependant, avec la dissemination metastatique, 

rimmunosuppression peut s'etendre et se generaliser, comme I'atteste la 

30 fragiiite aux infections du cancereux au stade terminal . Cette 
immunosuppression met en jeu des facteurs paralysants qui sont produits 
par les cellules cancereuses ou par les cellules de leur environnement. La 
paralysie locale des cellules du systeme immunitaire, ou 
immunosuppression, represente done une arme majeure des cellules 

35 cancereuses qui leur permet d'echapper au systeme immunitaire de I'h6te. 
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Get etat ^immunosuppression a aussi ete obsen/e dans les cancers 
provoques par une infection par HPV-16. Cette immunosuppression 
constitue aujourd'hui un obstacle technique majeur dans la mise au point de 
compositions vaccinates preventives ou curatives a rencontre des cancers 
5 provoques par une infection par HPV-16. En effet, les strategies vaccinates 
anti-HPV-16 actuelles privilegient ('induction d'une proliferation de cellules 
T-cytotoxiques reconnaissant specifiquement certains antigenes produits 
par HPV-16, en particulier les proteines E6 et E7, lorsqu'ils sont associes 
aux antigenes de classe I du complexe majeur d'histocompatibilite (MHC) a 

10 la surface membranaire des cellules cancereuses infectees. 

Certains auteurs ont associe Timmunosuppression observee dans 
des cancers provoques par HPV-16 a Pobservation de niveaux d'expression 
reduits des molecules de classe I du MHC & la surface des cellules 
cancereuses du col uterin (Cruz et al., 1999), ou encore a une reduction de 

15 ['expression de la chatne delta du recepteur des cellules T (TCR) chez des 
patients exprimant une dysplasie pre-neoplastique (Muderspach et al., 
2000). D'autres auteurs ont associe I'etat d'immunosuppression ^ un defaut 
de reponse des cellules T a d'eventuels signaux produits par les cellules 
tumorales et transmis aux cellules immunitaires en provoquant leur 

20 apoptose, par exemple du fait d'une interaction Fas/Fas-ligand (Schoell et 
aL, 1999). 

D'autres auteurs ont observe que Timmunosuppression associee a 
un cancer provoque par une infection par HPV etait concomitante a une 
augmentation de IL-10 (El Sherif et al. 2001 ; Giannini et al. 1998 ; Giannini 
25 et al. 2002) et de TGF-beta-1 (Giannini et al. 1998) ainsi qu'a une reduction 
de riFN-gamma sous-§pithe!iaI (El Sherif et al. , 2001). 

Des travaux anterieurs des inventeurs relates dans la demande 
internationale publiee sous le n°WO 00/03732 , ont montre que, dans le cas 
du cancer du cot uterin provoque par HPV, la proteine E7 du papillomavirus 
30 etait impliquee dans une immunosuppression locale au niveau des tumeurs 
ou de cellules infectees. 

Llmmunosuppression induite par la proteine E7 a ete caracterisee 
par ('inhibition de la proliferation des cellules T stimulees par le PPD ou le 
toxoide tetanique, rinhibition de la proliferation des cellules T stimulees par 
35 des cellules allogeniques, la surproduction d'IFN-a (cytokine 
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immunosuppresive ) par les cellules presentant I'antigene (APC). Afin de 
reduire ou de bloquer I'immunosuppression induite par la proteine E7 
soluble de HPV, il a ete propose I'utilisation de derives non toxiques de la 
proteine E7 comme antigene en vue de I'induction d'antlcorps diriges 
5 specifiquement contre la proteine E7 extracellulaire. En vue de fabriquer 
des composes immunogenes derives de E7 depourvus des effets deleteres 
de la proteine native, il a ete propose de modifier la proteine E7 native, soit 
par modification chimique, soit par modification genetique, notamment en 
operant des insertions, des deletions ou des substitutions de residus 

10 d'acides amines destinees a diminuer ou supprimer les sites fonctionnels 
deleteres de la proteine native. Dans ce contexte, il a ete decrit une 
proteine E7 modifiee chimiquement, denuee d'activite immunosuppressive, 
apres traitement de la proteine E7 native par le glutaraldehyde. 

Les modifications chimiques proposees pour reduire ou bloquer les 

15 proprietes d'immunosuppression de la proteine E7 native, telles que 
decrites dans I'etat de la technique, visent a ajouter un groupe chimique au 
squelette carbone de la proteine E7 native, par couplage d'une fonction 
reactive de Tun des acides amines de cette proteine avec une fonction 
aldehyde, carboxamide ou maleimide, sans alteration de la sequence en 

20 acides amines de la proteine native, c'est-a-dire sans apporter de 
modifications significatives a la structure primaire de la proteine E7. 

De fait, les diverses compositions immunogenes anti-E7 decrites 
dans I'etat de la technique, en vue de la realisation de pr§parations 
vaccinales preventives ou curatives & I'encontre de cancers provoques par 

25 une infection par HPV-16, qui visent prioritairement reduction d'une 
reponse immunitaire par la production de lymphocytes cytotoxiques (CTL) 
specifiques de la proteine E7 exprimee a la surface des cellules infectees, 
contiennent, en tant qu'antigene, soit la proteine E7 complete, 
eventuellement modifiee chimiquement (Gerard et al., 2001) soit des 

30 peptides derives de la proteine E7 (Muderspach et al., 2000 ; Schoell, 1999 
- precites). Dans tous les cas, y compris lorsque des peptides derives de la 
proteine E7 native sont utilises, il n*a pas ete introduit de modification dans 
la sequence d'acides amines de la proteine native, et par consequent dans 
la structure primaire d'acides amines initiale. Cela s'explique simplement 

35 par la volonte de conserver intacts les epitopes d'interet de la proteine E7 
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native afin de ravoriser ('induction d'une reponse immunitaire, en particulier 
la production de cellules CTL, capables de reconnattre specifiquement et 
efficacement la proteine E7 native produite par les cellules infectees. 

Et meme lorsqu'une reorganisation de la structure primaire en acides 

5 amines de la proteine E7 est envisagee, en vue de la production d'une 
proteine immunogene ayant des proprietes carcinogenes, ou 
transformantes reduites, il est porte une grande attention a la conservation 
d'au moins une copie complete de la sequence d'acides amines de la 
proteine E7 native au sein du compose immunogene rearrange, afin de 

10 maintenir present, au sein dudit compose immunogene, Pensemble des 
epitopes potentiels de la proteine E7 native. 

Ainsi, Osen et al. (2001) ont decrit la construction d'un ADN codant 
un compose immunogene susceptible d'induire la production de 
lymphocytes cytotoxiques (CTL) reconnaissant specifiquement la proteine 

15 E7 native exprimee a la surface des cellules cancereuses infectees par 
HPV-16, dans une strategie vaccinale anti-HPV avec de PADN, et non 
directement avec un compose immunogene peptidique. Afin d'eviter tout 
evenement de recombinaison qui pourrait aboutir a une surproduction de 
proteine E7 native, ou tout au moins d'une proteine recombinee possedant 

20 les proprietes carcinogenes de la proteine E7 native, ces auteurs ont 
construit un ADN codant pour une proteine immunogene dans laqueile 
Pensemble des epitopes de la proteine E7 native est represents, bien que 
chacun des domaines peptidiques, respectivement (i) domaine 1-10, (ii) 
domaine 11-40, (iii) domaine 41-70 et (iv) domaine 71-98, aient ete 

25 intervertis dans le compose peptidique immunogene final. Ces auteurs 
insistent sur la necessite de produire un compost peptidique immunogene 
ayant conserve tous les epitopes CTL potentiels de la proteine E7 native, 
tout en ayant simultan§ment perdu ses proprietes de transformation 
cancereuses des cellules. En dernier lieu, ces auteurs suggerent d'accroTtre 

30 encore Tinnocuite du compose peptidique immunogene rearrange, en ce 
qui concerne son pouvoir cancerigene, en supprimant le domaine de liaison 
de la proteine E7 native a la proteine pRB du retinoblastome, allant de 
I'acide amine 21 a Tacide amine 26 de E7, responsable de I'activite 
carcinogene de la proteine E7 native. Toutefois, ce mode de realisation 
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d'un compose peptidique immunogene non carcinogene n'a pas ete 
concretement realise. 

DESCRIPTION DE LMiWENTlON 

5 

De maniere surprenante, ii a desormais ete montre selon Tinvention 
qu'il pouvait etre obtenu, par mutagen§se dirigee de TADN codant la 
proteine E7 native, une proteine mutee possedant une capacite identique, 
voire une capacite am§lioree, £ induire une reponse immunitaire specifique 

10 a Tencontre de la proteine E7 native, et dans laquelle ont ete bloquees les 
proprietes d'immunosuppression de la proteine E7 native. 

II a ainsi ete mpntre pour la premiere fois selon Tinvention, de 
maniere surprenante, que le fragment peptidique allant de I'acide amine 21 
a Tacide amine 26 de la proteine E7 native etait responsable de I'activite 

is immunosuppressive de cette proteine. 

Selon Tinvention, TADN codant le gene E7 a ete soumis 3 un 
procede de mutagenese dirigee de maniere a deleter les nucleotides 
correspondani aux codons codant les acides amines 21 a 26. L'ADN mute 
resultant a ete clone dans un vecteur d'expression fonctionnel chez la 

20 levure. Apres transformation de cellules de levure avec ledit vecteur, le 
produit d'expression de I'ADN mute, a ete purifie a partir du surnageant de 
culture. 

La proteine E7 mutee selon Tinvention peut etre designee aussi 
proteine E7A21-26 aux fins de la pr^sente description. 

25 II est montre selon Tinvention que le produit d'expression de TADN 

codant la proteine E7 mutee de HPV-16, lorsqu'il est combine a un adjuvant 
de Timmunite approprie, est capable de generer chez la souris une reponse 
humorale et cellulaire specifique, permettant ainsi d'induire une immunite 
anti-tumorale protectrice, comparable sinon superieure, a celle induite par 

30 la proteine E7 native. 

Par « produit d'expression » de I'ADN codant la proteine E7 mutee, 
on entend selon Tinvention la ou les proteines resultant de la traduction de 
TADN ( ou de TARN messager correspondant) codant la proteine E7 mutee 
definie ci-dessus, dans une cellule hote. 
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De plus, il est rnontre que le produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7 mutee de HPV-16 selon I'invention possede une aciivite 
therapeutique anti-tumorale egale ou superieure a celle de la proteine E7 
native, 

5 En outre, un caractere essentiel du produii d'expression de I'ADN 

codant la proteine E7 mutee de ['invention, consiste, d'une part, en 
I'absence d'activite immunosuppressive directe de ce dernier et, d'autre 
part, en Tinduction d'un blocage de i'immunosuppression induite par la 
proteine E7 native secretee par les cellules cancereuses. 

10 Un premier objet de I'invention consiste en le produit d'expression de 

I'ADN codant une proteine E7 mutee du papillomavirus HPV-16, dans 
laquelle les acides amines 21 a 26 de la proteine E7 native ont §te deletes, 
ladite proteine E7 mutee etant caracterisee en ce qu'elle comprend la 
sequence en acides amines SEQ ID N°1. 

15 La sequence en acides amines de reference de la proteine E7 native 

est, par exemple, la sequence decrite par Seedorf et al. (1985) dont le 
numero d'acces dans la base de donnees Swissprot est N°P03129. 

Acides nucleiques d@ IMnventlon 

20 

L'invention a aussi pour objet un acide nucleique codant la proteine 
E7 mutee de sequence SEQ ID N°1 , ainsi qu'un acide nucleique de 
sequence complementaire. 

De preference, tout acide nucleique et tout polypeptide selon 
25 I'invention se pnSsentent sous une forme isolee ou purifiee. 

Le terme « purifie » ne necessite pas que le materiel soit present 
sous une forme de purete absolue, exclusive de la presence d'autres 
composes. II s'agit plutot d'une definition relative. Un polynucleotide ou un 
polypeptide est a I'etat purifie apres une purification du materiel de depart 
30 ou du materiel naturel d'au moins un ordre de grandeur, de preference 2 ou 
3 et preferentiellement 4 ou 5 ordres de grandeur. 

Les termes « acide nucleique », « polynucleotide », 
« oligonucleotide » ou encore « sequence nucleotidique » englobe des 
sequences d'ARN, d'ADN, d'ADNc ou encore des sequences hybrides 
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ARN/ADN d'au moins deux nucleotides, Indlfferemment sous la forme 
simple brin ou sous la forme de duplex. 

Le terme « nucleotide » deslgne a la fois les nucleotides naturels (A 
T, G, C) a.nsi que des nucleotides modifies qui comprennent au moins une 
mod»fication telle que (i) un analogue d'une purine, (ii) un analogue d'une 
pynm.d.ne, ou (Hi) un sucre analogue, de tels nucleotides modifies etant 
decnts par exemple dans la demande PCT N° WO 95/0 4064. 

Aux fins de la presente invention, un premier nucleotide est 
considere comme etant « complementaire » d'un second polynucleotide 
lorsque chaque base du premier nucleotide est appariee a la base 
complementaire du second polynucleotide dont I'orientation est inversee 
Les bases complementaires sont A et T ( ou A et U), et C et G 

Selon un mode de realisation prefere, I'acide nucleique codant la 
proteine E7 mutee de sequence SEQ ID N°1 comprend la sequence 
nucleotidique SEQ ID N°2. 

invention englobe egalement tout acide nucleique codant la 
proteine E7 mutee de sequence SEQ ID N°1 se distinguant de I'acide 
nuc e.que de sequence SEQ ID N'2 par une ou plusieurs substitutions d'un 
nucleotide dans les codons du cadre de lecture ouvert codant la proteine 
E7 mutee, par exemple en vue d'une adaptation de la sequence 
nucleotidique en fonction de I'usage preferentiel des codons dans 
lorgan.sme note dans laquelle 1'expression de cette sequence 
nucleotidique est recherchee, des lors que la ou les substitutions d'un 
nucleot,de sont « silencieuses », c'est-a-dire qu'elles n'entraTnent, lors de 
« n ^° n ' aUCUne modlfication dans la sequence d'acides amines 

obCJ ID N 1. 

Un acide nucleique tel que defini ci-dessus est utile principalement 
lorsquil est mis en oeuvre pour la production du produit d'expression 
correspondant. 

En consequence, I'acide nucleique codant la proteine E7 mutee 
comprend, de preference, un polynucleotide regulateur controlant 
I expression de la proteine E7 mutee dans une cellule bote procaryote ou 
eucaryote. ' 

Le polynucleotide regulateur comprend au moins une sequence 
promoteur capable d'initier la transcription de I'ADN codant la proteine E7 



mutee de I'invention dans la cellule note choisie. Ce polynucleotide 
regulateur peut aussi comprendre d'autres sequences nucleotidiques 
favorisant 1'expression de I'ADN codant la proteine E7 mutee, par exemple 
des sequences activatrices de la transcription bien connues de I'homme du 
metier. 

Preferentiellement, on choisira un promoteur dit « inductible », cest- 
a-dire un promoteur sensible a la presence d'un compose inducteur, ledit 
promoteur dirigeant la transcription de I'ADN place sous son controle 
uniquement en presence du compose inducteur. 

Le promoteur LacZ est un exemple illustrafrf d'un tel promoteur 
inductible. Un autre promoteur inductible est le promoteur AOX1 , inductible 
par le methanol , par exemple le promoteur AOX1 contenu dans le vecteur 
pPIC9K (Ref. V1 75-20, Societe Invitrogen) utilise dans les exemples. 

Selon I'invention, toute technique classique de biologie moleculaire, 
; de microbiologie et d'ADN recombinant connue de I'homme du metier peut 
§tre utilisee afin de preparer un acide nucleique tel que defini ci-dessus. De 
telles techniques sont decrites par exemple par Sambrook et al. (1989). 
Glover (1985), Gait (1984) et Ausubel et al. (1989). 

Selon un mode de realisation prefere, ledit acide nucleique 
20 comprend un polynucleotide regulateur contrdlant I'expression de la 
proteine E7 mutee dans la levure, et encore plus specifiquement dans les 
cellules de levure de I'espece Pichia pastoris. L'acide nucleique 
comprenant un ADN codant la proteine E7 mutee selon Invention, place 
sous le controle d'un polynucleotide regulateur tel que defini ci-dessus est 
25 inclus dans une cassette d'expression. 

Cassettes d'expression 
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Une telle cassette d'expression peut comprendre, outre le 
polynucleotide regulateur de I'ADN codant la proteine E7 mutee, des 
sequences non traduites localisees du cote 5' du cadre ouvert de lecture, 
dites sequences « leader », capables d'augmenter la traduction du produrt 
d'expression, ou des sequences dites « terminates » bien connues de 
I'homme du metier. 
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De maniere tout a fait preferee, une cassette d'expression telle que 
definie ci-dessus comprend en outre une sequence codant pour un peptide 
signal en vue de la production d'un polypeptide de fusion entre ledit peptide 
signal et la proteine E7A21-26, afin de favoriser la secretion du produit 
d'expression de I'ADN codant la proteine E7A21-26 et retrouver celui-ci 
principalement a I'exterieur des cellules, par exemple dans le surnageant 
de culture cellulaire. De preference, la sequence nucleotidique codant le 
peptide signal est localisee immediatement du c6te 5' de la sequence 
nucleotidique codant la proteine E7A21-26. 

En general, une cassette d'expression telle que definie ci-dessus 
comprend en outre un polynucleotide marqueur de selection, par exemple 
le gene his, afin de selectionner positivement les cellules notes 
transformees par celle-ci. 

Vecteurs recombinants 

L'invention a egalement pour objet un vecteur recombinant de 
clonage et/ou d'expression comprenant un acide nucleique ou une cassette 
d'expression tels que definis ci-dessus. 

Par « vecteur » au sens de la presente invention, on entend une 
molecule d'ADN ou d'ARN circulaire ou lineaire qui est indifferemment sous 
forme simple brin ou double brin. 

Un vecteur recombinant selon l'invention est indifferemment un 
vecteur de clonage ou un vecteur d'expression. 

II peut s'agir d'un vecteur d'origine bacterienne ou virale. 

Les vecteurs bacteriens preferes selon l'invention sont par exemple 
les vecteurs Pbr322 (ATCC37017) ou encore des vecteurs tels que 
PAA223-3 (Pharmacia, Uppsala, Suede) et pGEM1 (Promega Biotech, 
Madison, Wl, Etats-Unis). 

On peut encore citer d'autres vecteurs commercialises tels que les 
vecteurs pQE70, pQE60, pWE9 (Qiagen), psiX174, pBIuescript SA, p 
NH8A, p NH16A, p NH18A, p NH46A, p WLNEO, p SV2CAT, p OG44, 
pXTI, pSG (Stratagene). 

Selon un premier mode de realisation, un vecteur recombinant selon 
('invention est utilise afin d'amplifier I'acide nucleique ou la cassette 
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d'expression qui y est inseree, apres transformation ou transfection de 
I'hoie cellulaire desire. 

Selon un second mode de realisation, if s'agit d'un vecteur 
d'expression comprenant un acide nucleique ou une cassette d'expression 
tels que definis ci-dessus, en vue de la transformation d'une cellule h6te 
choisie pour la production du produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7A21-26 selon I'invention. 

Un vecteur recombinant selon I'invention comprend 
avantageusement aussi des sequences d'initiation et d'arret de la 
transcription appropriee. 

Une cassette d'expression telle que definie ci-dessus constitue un 
mode de realisation particulier d'un vecteur recombinant selon I'invention. 

Une premiere famille de vecteurs recombinants preferee selon 
I'invention est constitute des vecteurs d'expression fonctionnels dans les 
cellules de levure, et de maniere tout a fait preferee les vecteurs 
d'expression fonctionnels dans les cellules de la levure Pichia pastoris. 

Un exemple illustratif d'un tel vecteur est le vecteur pNIV51 14 dont le 
procede de fabrication est detaille dans les exemples, a partir du vecteur 
pPIC9K (Ref. V175-20-Societe Invitrogen). 

Une seconde famille de vecteurs recombinants preferes selon 
I'invention est constitute des vecteurs d'expression fonctionnels dans les 
cellules de mammiferes, y compris I'homme, incluant les vecteurs viraux, y 
compris les adenovirus recombinants et les virus adeno-associes 
recombinants, par exemple un adenovirus recombinant humain de type 2 
ou de type 5 bien connu de I'homme du mttier. 

A titre illustratif, il peut s'agir du vecteur recombinant p CDNA.3H- 
E7A21-26 dont le procede de preparation est detaille a I'exemple 6. 

Pour permettre I'expression de I'acide nucleique codant la proteine 
E7 mutee, un acide nucleique, une cassette d'expression ou un vecteur 
recombinant tel que defini ci-dessus doivent etre introduits dans une cellule 
note. 
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Cellules b otes recombinantes 



L'invention est egalement relative a une cellule hote transformee par 
un ac.de nucleique, une cassette d'expression ou un vecteur recombinant 
tels que definis ci-dessus. 

Une telle cellule hote transformee est avantageusement une cellule 
eucaryote, et de maniere preferee une cellule de levure. 

De maniere tout a fait preferee,' ladite cellule hote transformee est 
une cellule de levure de I'espece Pichia pastoris. 

Preferentiellement, on utilisera les cellules de la souche SMD 1168 
(h.s4, pe P 4) de Pichia pastoris (Ref. C 175-00, Societe Invitrogen). 

On utilise avantageusement les cellules de Pichia pastoris 
respectivement : 

- GS115 (his4) (Ref. C181-00-lnvitrogen; ATCC N°20864); 

- KM71 (his4; aoxl:: ARG4; arg4) (C183-00-lnvltrogen. ATCC 
n°201178). 

Une autre categorie de cellules notes recombinantes preferees sur 
les cellules de mammiferes, y compris I'homme, transformees par un acide 
nucle.que, une cassette d'expression ou encore un vecteur recombinant 
selon l'invention. 

Selon un mode de realisation specifique, il s'agit de cellules 
autologues prelevees chez un patient, qui sont transformees in vitro avec 
un acde nucleique, une cassette d'expression ou un vecteur recombinant 
tels que definis ci-dessus, en vue de leur reimplantation chez le patient 

invention a aussi pour objet une composition comprenant un acide 
nucle.que, une cassette d'expression ou encore un vecteur recombinant tel 
que defini ci-dessus. 

Procede detention djun acide nucJeig ue ^ nt , a Drnf&ino F7AO ,, 
26. 



L'invention a egalement trait a un procede pour la fabrication d'un 
acide nucleique codant la proteine E7 mutee de sequence SEQ ID n°1 ledit 
procede comprenant les etapes suivantes : 
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(a) realiser une mutagenese dirigee de I'acide nucleique codant la 
proteine E7 native par amplification dudit acide nucleique a I'aide 
respectivement d'une premiere amorce nucleotidique de sequence SEQ ID 
n°4, et d'une seconde amorce nucleotidique hybridant avec I'extremite 3' de 
I'ADN codant la proteine E7 native . 

(b) recuperer I'ADN amplifie. 

La premiere amorce nucleotidique, de sequence SEQ ID n°4, 
comprend le codon codant le residu threonine en position 20 de la 
sequence d'acides amines de la proteine E7 native (nucleotides 14 a 16) 
precedant immediatement le codon codant I'acide amine glutamine en 
position 27 de la sequence en acides amines de la proteine E7 nat,ve 
(nucleotides 17 a 19), ce qui permet I'obtention d'un produit -final 
d'amplification dans lequel les nucleotides inclus dans les codons codant 
les acides amines 21 a 26 de la proteine E7 native ont ete deletes. 

La seconde amorce nucleotidique utilisee a l'etape (a) d'amplification 
peut comprendre, outre une sequence hybridant avec I'extremite 3' de 
I'ADN codant la proteine E7 native, egalement un ou plusieurs sites de 
reconnaissance par des endonucieases. 

De preference, on utilisera, comme seconde amorce nucleotidique, 
ramorce de sequence SEQ ID N°5, qui comprend la s6quence du site de 
reconnaissance de I'endonuclease EcoR\. 

L'acide nucleique codant la proteine E7A21-26 est insere dans un 
vecteur de clonage ou dans un vecteur d'expression, a un site d'insertion 
predetermine, par exemple par ligation dudit acide nucleique avec i'acide 
nucleique du vecteur, apres avoir prealabiement ouvert le vecteur hote, par 
exemple par coupure nucleotidique a I'aide d'une endonuciease de 
restriction, de preference au niveau d'un polysite de clonage. 

De preference, on utilisera le vecteur de clonage pPIC9K 
commercialise sous la reference VI 75-20 par la Societe Invitrogen. 

Avantageusement, I'ADN codant la proteine E7A21-26 est insere 
dans ce vecteur au niveau du site de restriction BamHI-Ecori, en aval de la 
sequence du vecteur codant le peptide signal MFaFactor. 
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Precede de production du produit d'expression de t'ADM codant la 
proteins mutee E7A21-2S dans des cellules de levure. 

L'invention est egalement relative a un procede pour la production du 
5 produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mutee selon l'invention, 
ledit procede comprenant les etapes suivantes : 

(a) culture de cellules de la levure Pichia pastoris transformees par 
un vecteur recombinant tel que defini ci-dessus ; 

(b) recuperation du sumageant de culture a Tissue de I'etape (a) ; et 
10 (c) purification du produit d'expression a partir du sumageant de 

culture obtenu a I'etape (b). 

De preference, les cellules de la levure Pichia pastoris, transformees 
par un vecteur recombinant selon Invention sont des cellules de la souche 
SMD 1168 (his4, pep4). 
15 De maniere preferee, le vecteur recombinant utilise pour transformer 

les cellules de levure est le vecteur pNIV5114 dont le procede de 
preparation est decrit a I'exemple 1, et qui est prealablement dive, par 
exemple par I'endonuclease Bglll, avant d'etre introduit dans les cellules de 
levure. 

20 Preferentiellement, les cellules de Pichia pastoris recombinantes 

cultivees a I'etape (a) ont 6te prealablement selectionnees pour leur 
capacite a produire de grandes quantites du produit d'expression de I'ADN 
codant la proteine E7A21-26. 

Selon un aspect prefere, les cellules recombinantes capables de 

25 synthetiser a haut niveau le produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7A21-26 sont les cellules possedant un grand nombre de copies 
du vecteur recombinant. Lorsque le vecteur recombinant comprend le gene 
marqueur de selection His, comme c'est le cas du vecteur Pniv5114, les 
cellules de Pichia pastoris contenant le plus grand nombre de copies du 

30 vecteur recombinant peuvent etre selectionnees sur leur capacite & se 
multiplier en presence de fortes concentrations du compose G418, par 
exemple des concentrations du compose G418 allant jusqu'a 4mg/ml. 

De maniere avantageuse, I'etape (a) de culture des cellules de 
Pichia pastoris transformees, et prealablement selectionnees pour leur 

35 haute capacite de synthese du produit d'expression de I'ADN codant la 
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proteine E7A21-26, sont inoculees dans un reacteur de fermentation 

approprie contenant un milieu de culture adapts. 

Durant une premiere phase (i) de culture, les cellules inocutees dans 

!e milieu de culture sont cultivees en vue de leur multiplication. Durant cette 
5 phase (i) de culture, le pH du milieu est avantageusement maintenu a une 

valeur inferieure a 5, afin de bloquer, ou tout au moins de reduire, le 

relarguage ou la secretion de proteines « contaminantes » autres que le 

produit d'expression de PADN codant la proteine E7A21-26, dans le milieu 

de culture. La temperature de culture est avantageusement maintenue aux 
10 alentours de 30°C, de preference entre 27°C et 33°C, et de maniere tout a 

fait preferee entre 29°C et 31 °C. 

Avantageusement, cette phase (i) de preculture est realisee sous 

agitation constante de la culture cellulaire, par exemple a une Vitesse allant 

de 100 a 1000 tours/minute. 
15 Avantageusement, I'oxygene dissous est maintenu a une 

concentration ponderale d'environ 20%, par exemple au moyen d'une 

agitation comprise entre 300 et 1000 tours/minute. 

Cette phase (i) de preculture est poursuivie jusqu'a Tapparition d'un 

premier pic de consommation de I'oxygene dissous, qui est classiquement 
20 observe apres environ 18 heures de culture. 

La phase (i) de preculture est suivie d'une phase (ii) de culture 

pendant laquelle les cellules de Pichia pastoris transformees sont placees 

dans des conditions de milieu de culture induisant la production d'une 

grande quantite du produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7A21- 
25 26. 

Afin d'induire la synthese dudit produit d'expression, on ajoute au 
milieu de culture le compose inducteur auquel le promoteur inductible est 
sensible. 

Dans le cas des cellules de Pichia pastoris decrites a Texemple 1, 
30 qui sont transformees par une cassette d'expression comprenant le 
promoteur inductible AOX1, on ajoute du glycerol, le compose inducteur 
correspondant, au milieu de culture. 

De maniere tout a fait preferee, on ajuste le pH du milieu de culture a 
une valeur au moins egale a 5, preferentiellement a une valeur comprise 
35 entre 5 et 6. L'ajustement du pH au moment de Tinduction de la synthese 
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du produit depression de I'ADN codant la proteine E7A21-26 permet 
d'assurer une stabilite optimale du produit d'expression ainsi synthetise, qui 
possede un pi d'environ 4,5. 

En general, la temperature au moment de I'etape (ii) de culture est 
5 maintenue aux alentours de 30°C. 

II est egalement possible d'abaisser la valeur de temperature au 
moment de i'etape (ii) de culture aux alentours de 25°C, de preference 
entre 23 et 27°C et mieux entre 24°C et 26°C f afin de reduire 
significativement la production concomitante de proteines 
10 « contaminantes » autres que le produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7A21-26. 

La quantity du produit d'expression de I'ADN codant la proteine 
E7A21-26 peut etre encore accrue par ('addition de methanol au milieu de 
culture au moment de I'apparition d'un second pic de consommation de 
15 I'oxygene dissous, puis maintient de la concentration de methanol durant la 
totalite de i'etape (ii) de culture . 

En general, le second pic de consommation de I'oxygene dissous est 
observe environ 3 heures apres l'induction de la synthese du produit 
d'expression de I'ADN codant la proteine E7A21-26 par I'addition de 
20 glycerol. 

Avantageusement, le methanol est maintenu a une concentration 
comprise entre 3 et 7g/l, de preference entre 4 et 6 g/l et de maniere 
preferee a environ 5g/l . 

Avantageusement, la duree de I'etape (ii) de culture est comprise 
25 entre 20 et 40 heures, de preference entre 25 et 35 heures et est en 
general d'environ 30 heures. 

A I'etape (b) du procede de production du produit d'expression de 
I'ADN codant la proteine E7A21-26, on recupere le sumageant de culture 
selon toute technique connue, par exemple par centrifugation de la 
30 biomasse, puis filtration du surnageant de culture. 

A I'etape (c ) du procede ci-dessus, le produit d'expression est 
ensuite purifie selon toute technique connue de Phomme du metier, par 
exemple par purification chromatographique. 

De preference, on utilisera une purification par chromatographe telle 
35 qu'une colonne de Q Sepharose XL comme decrit a I'exemple 1 . 
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L'invention est egalement relative a une composition comprenant la 
proteine E7 mutee, telle qu'obtenue a Tissue du procede de production 
defini ci-dessus. 

5 Compositions comprenant la proteins E7 mutee de rinvention, 

L'invention a aussi pour objet toute composition comprenant la 
proteine E7 mutee, comprenant la sequence en acides amines de 
sequence SEQ ID n°1, 
10 L'invention a egalement pour objet toute composition comprenant le 

produit d'expression de TADN codant la proteine E7A21-26 de sequence 
SEQ ID N°2. 

II a ete observe selon rinvention que ie produit d'expression de TADN 
codant la proteine E7A21-26 pouvait, dans certains cas, etre constitue de 
is plus d'une espece proteique. 

De maniere reproductible, le produit d'expression de TADN codant la 
proteine E7A21-26 possede un point isoelectrique (pi) compris entre 5 et 
5,4. 

Une analyse de la sequence N-terminale du produit d'expression 
20 possedant le pi de 5 a 5,4 a permis de montrer qu'il 6tait constitu6 de plus 
d'une espece proteique. II est ainsi obtenu de maniere reproductible un 
produit d'expression comportant principalement les proteines dont la 
sequence N-terminale est respectivement la suivante : 

- NH2-MLDLQPETT (proteine commengant a Tacide amine en 
25 position 12 de la sequence SEQ ID N*1); et 

- NH2-DLQPETT (proteine commengant a Tacide amine en position 
14 de la sequence SEQ ID N°1) ; et 

- NH2QLNDSSEEEDI (proteine commengant a I'acide amin§ en 
position 27 de la sequence SEQ ID N °1 . 

30 Selon les lots de production, il peut arriver que le produit 

d'expression de TADN codant la proteine E7A21-26 comprenne aussi, en 
tres faibles quantites, deux autres proteines dont la sequence N-terminale 
est respectivement la suivante : 

• NH 2 -LDLQPETT (proteine commengant a I'acide amine en position 

35 14 de la sequence SEQ ID N°1) ; 
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et 



-NHa-EYMLDLQP (proteine commencant a I'acide amine en position 
10 de la sequence SEQ ID N°1 ). 

La proteine dont la sequence N-terminale est « EYMLDLQP » est 
retrouvee dans le produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7A21- 
26 en quantites beaucoup plus faibles que les deux autres proteines. 

Dans certains lots, il a aussi ete observe la presence d'une proteine 
dont la sequence N-terminale est NH 2 -IVTFCCKCDS (proteine 
commencant a I'acide amine en position 54 de la sequence SEQ ID ISM) 
Toutefois, la presence ou I'absence de cette proteine dans le produit 
d'expression de I'ADN codant la proteine E7A21-26 ne modifie pas les 
proprietes immunogenes et non-immunosuppressives du produit 
d'expression . 

Comme cela a deja ete precise succinctement precedemment le 
produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mutee de sequence 
SEQ ID n°1 induit une reponse immunitaire a I'encontre de la proteine E7 
native au moins du meme ordre que la reponse immunitaire induite par la 
proteine E7 native elle-meme, Et la proteine E7 mutee selon ('invention est 
depourvue, sur les cellules immunitaires humaines, des proprietes 
immunosuppressives qui caracterisent notamment la proteine E7 native. 

L'invention a done encore pour objet une composition 
pharmaceutique preventive ou curative d'une infection par HPV-16 et plus 
specifiquement d'un cancer induit par une infection par HPV-16 
caracterisee en ce qu'elle comprend, a titre de principe actif, le produit 
d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mutee telle que definie ci- 
dessus, le cas echeant en association avec un ou plusieurs excipients 
physiologiquement compatibles. 

De preference, ladite composition pharmaceutique se presente sous 
une forme adaptee a I'administration d'une quantite hebdomadaire allant de 
10 a 1000 ug de la proteine E7 mutee, ou du produit d'expression de I'ADN 
codant celle-ci. 

II est montre selon l'invention que le produit d'expression de I'ADN 
codant la proteine E7 mutee de sequence SEQ ID N°1, lorsqu'il est 
administre en combinaison avec un adjuvant de I'immunite approprie, est 
capable de generer une reponse immunitaire humorale et cellulaire dirigee 
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contre la proteine E7 native permettant ainsi d'induire une immunite 
preventive a I'encontre des tumeurs. De plus, I'immunite protectrice 
induisant un etat de resistance anti-tumorale provoquee par I'administration 
du produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mutee est egale ou 
superieure a celle qui est obtenue apres immunisation prealable avec la 
proteine E7 native. 

II a aussi ete montre que le produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7 mutee de sequence SEQ ID N°1 est capable d'induire une 
immunite anti-tumorale therapeutique, lorsque cette proteine est 
administree, en association avec un adjuvant de I'immunite appropriee, a 
un individu ayant deja developpe des tumeurs. La reponse immunitaire 
anti-tumorale therapeutique induite par le produit d'expression de I'ADN 
codant la proteine E7 mutee est significativement superieure a celle qui 
peut etre obtenue apres administration de la proteine E7 native. 

De tels resultats sont iilustres a I'exemple 3 ou il est montre, dans un 
modele murin, que I'immunite therapeutique anti-tumorale induite par le 
produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mutee permet 
d'allonger la duree de vie moyenne des animaux de 1 ,5 fois, par rapport a 
la duree de vie moyenne des animaux chez lesquels on a administre la 

proteine E7 native. 

II a egalement ete montre que I'immunite antitumorale preventive de 
I'immunite antitumorale therapeutique induite par le produit d'expression de 
I'ADN codant la proteine E7 mutee etait due a I'induction simultanee d'une 
reponse immunitaire humorale et cellulaire specifique 

Ainsi, les resultats des exemples montrent que le produit 
d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mutee est capable d'induire 
une immunite humorale systemique a I'encontre de la proteine E7 native . II 
a en particulier ete montre qu'un haut niveau d'anticorps anti-E7 d'isotype 
IgG etait produit, principalement des anticorps d'isotypes lgG2b et lgG1. 

De plus, I'administration du produit d'expression de I'ADN codant de 
la proteine E7 mutee a un individu, dans les conditions appropriees, permet 
aussi d'induire une immunite de type mucosal, comme en temoignent le 
haut niveau de reponse anticorps d'isotype IgA presente a I'exemple 3. 

De plus, selon une caracteristique essentielle de la proteine E7 
mutee, cette proteine qui est el!e-m§me depourvue de I'activite 
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Immunosuppressive directe de la proteine E7 native, perrnet aussi de 
bloquer I'activite immunosuppressive de la proteine E7 soluble secretee par 
les cellules cancereuses, du fait du caractere neutralisant des anticorps 
produits apres immunisation avec la proteine E7 mutee, comme en 
5 temoignent les resultats de I'exemple Z 

Les resultats des exemples montrent egaiement que le produit 
depression de I'ADN codant la proteine E7 mutee perrnet la proliferation 
de cellules TCD4+ et TCD8+ reconnaissant specifiquement la proteine E7, 
cette proliferation cellulaire etant accompagnee par une surproduction de la 
10 cytokine IFN-y. 

L'invention est egaiement relative a une composition immunogene 
comprenant, a titre de principe actif r le produit d'expression de I'ADN 
codant la proteine E7 mutee telle que definie dans la presente description, 
le cas echeant en association avec un ou plusieurs excipients ou adjuvants 
15 de Pimmunite physiologiquement compatible. 

Une telle composition immunogene peut etre utilisee de manlere 
preventive, dans I'objectif d'induire une immunite anti-tumorale protectrice 
vis-a^vis d'une infection par HPV-16. 

Une telle composition immunogene peut egaiement etre utilisee 3 
20 titre therapeutique ou curatif d'une infection par HPV-16, en particulier d'un 
cancer provoque par une infection par HPV-16. 

L'invention concerne egaiement ('utilisation du produit d'expression 
de I'ADN codant la proteine E7 mutee telle que definie dans la presente 
description pour la fabrication d'une composition pharmaceutique, ou pour 
25 la fabrication d'une composition immunogene telle que decrite ci-dessus. 

La presente invention a egaiement pour objet un procede pour la 
fabrication d'une composition pharmaceutique, ou d'une composition 
immunogene, destinee a induire une immunite protectrice preventive ou 
une immunite therapeutique a I'encontre d'un cancer provoque par une 
30 infection par HPV-16, tout en bloquant I'etat d'immunosuppression induit 
par la proteine E7 native, caracterise en ce qu'il comporte une etape au 
cours de laquelle le produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7 
mutee est combine avec un ou plusieurs adjuvants de ['immunite 
physiologiquement compatibles. 
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L'invention est egalement relative a une composition vaccinale 
preventive ou curative d'un cancer provoque par une infection a 
papillomavirus, caracterisee en ce qu'elle comprend une quantite 
immunologiquement efficace du produit d'expression de PADN codant 

5 proteine E7 mutee telle que definie dans la presente description, en 
association avec un ou piusieurs adjuvants de Pimmunite 
physiologiquement compatibles. 

Afin de lutter contre Pimmunosuppression locale au niveau des 
cellules cancereuses infectees par HPV-16 , induites par la proteine E7 

10 extraceliulaire puis de stimuler une reponse immunitaire efficace a 
Pencontre de ces cellules cancereuses , qui presentent a leur surface 
membranaire la proteine E7 native, ou des peptides derives de la proteine 
E7 native apres maturation intracellular, en association avec un antigene 
de classe I du MHC, il est important d'induire la production d'anticorps, 

15 notamment d'anticorps de Pisotype IgG, capables de neutraliser Peffet 
immunosuppressif de la proteine E7 soluble secretee par les cellules 
cancereuses infectees par le virus HPV-16. De plus, il est essentiel 
d'induire simultan^ment la production de lymphocytes cytotoxiques (CTL) 
capables de reconnaTtre specifiquement la proteine E7 native, ou un 

20 peptide qui en est derive, expose a la surface membranaire des cellules 
cancereuses, afin de detruire ces cellules. Pour atteindre ces objectifs, il est 
necessaire d'induire une reponse immunitaire de type systemique. 

De plus, les papillomavirus humains etant detectes principalement 
dans les cancers des muqueuses, en particulier les cancers ano-genitaux, y 

25 compris le cancer du col uterin chez la femme, il est important de completer 
les effets preventifs ou therapeutiques de Pinduction d'une reponse 
immunitaire de type systemique par Pinduction d'une reponse immunitaire 
de type mucosal, notamment en stimulant la production d'anticorps 
d'isotype IgA au niveau local, sur les muqueuses. 

30 Selon les objectifs poursuivis, on utilise des adjuvants de Pimmunite 

capable d'orienter la reponse vers une immunite systemique ou mucosale. 

Parmi les adjuvants de Pimmunite systemique, on utilise de 
preference les adjuvants de type I FA (adjuvant incomplet de Freund), le 
phosphate de calcium ou Phydroxyde d'alumine. On peut aussi utiliser 

35 Padjuvant QuilA, commercialism par Brenntay Biosector, Danemark. 
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Parmi ies adjuvants de I'immunite mucosale, on utilise de preference 
des adjuvants comme la choleratoxine B (CTB) ou encore un mutant de la 
toxine LT (LTp), bien connus de I'homme du metier. 

Uinduction d'une reponse Immunitaire de type systemique et/ou ou 

5 de type mucosal est aussi influencee par la voie d'administration de la 
composition vaccinate de ^invention. 

Ainsi, i'administration de la composition vaccinale par voie 
parenterale, sous-cutanee ou intradermique favorisera ('induction d'une 
reponse immunitaire systemique, accompagnee le cas echeant egalement 

10 d'une reponse immunitaire mucosale. 

L'administration de la composition vaccinale selon Hnvention au 
niveau local, par exemple par instillation nasale ou encore par application 
locale a la surface des muqueuses, favorisera 1'induction d'une reponse. 
immunitaire de type mucosal. 

15 La presente invention a 6gatement pour objet une methode de 

traitement preventif ou curatif d'un cancer provoque par une infection par 
HPV-16 caracterisee en ce quelle comporte une etape au cours de laquelle 
on administre aux patients une quantite immunologiquement efficace d'une 
composition vaccinale telle que definie dans la presente description. 

20 De preference, on administre a un patient, sous une forme adaptee a 

Tadministration systemique et/ou mucosale, une composition vaccinale de 
('invention en quantite suffisante pour etre efficace sur le plan preventif ou 
therapeutique, a un sujet ayant besoin d'un tel traitement. La dose 
administree de la proteine E7 mutee, ou du produit d'expression de I'ADN 

25 codant la proteine E7 mutee, peut aller par exemple de 10 a 1000 pg par 
voie parenterale, une fois par semaine pendant deux mois, puis 
periodiquement en fonction du niveau de la reponse cellulaire ou humorale 
induite, par exemple tous !es deux a six mois. 

Selon un premier aspect, la composition vaccinale selon ('invention 

30 est caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un adjuvant susceptible 
d'orienter pr6ferentiel!ement la reponse immunitaire vers la production 
d'anticorps neutralisant Tactivite immunosuppressive de la proteine E7 
sauvage. 

Selon un premier mode de realisation particulier, ladite composition 
35 vaccinale est caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un adjuvant 
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susceptible d'orienter preferentiellement la reponse imrnunitaire vers la 
production d'anticorps neutralisants d' isotype IgA. 

Selon un second mode de realisation prefere, ladite composition 
vaccinale est caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un adjuvant 
5 susceptible d'orienter preferentiellement la reponse imrnunitaire vers la 
production d'anticorps d'isotype IgG. 

Selon encore un autre mode de realisation prefere, une composition 
vaccinale selon {'invention est caracterisee en ce qu'elle comprend la 
combinaison (i) d'un adjuvant susceptible d'orienter preferentiellement la 
10 reponse imrnunitaire vers la production d'anticorps d'isotype IgA et (ii) d'un 
adjuvant susceptible d'orienter preferentiellement la reponse imrnunitaire 
vers la production d'anticorps d'isotype IgG. 

De preference, la composition vaccinale selon I'invention est 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un adjuvant de I'immunite 
is susceptible d'induire une reponse imrnunitaire a la fois humorale et 
cellulaire. 

De preference, on cherchera £ obtenir induction d'une reponse 
cellulaire, caracterisee notamment par la proliferation de lymphocytes T 
exprimant I'antigene CD8 et reconnaissant specifiquement la proteine E7 

20 sauvage, telle que presentee S la surface des cellules cancereuses en 
association avec les antigdnes de classe I du MHC. 

Selon un autre mode de realisation particulier d'une composition 
vaccinate selon I'invention, cette composition vaccinale peut comprendre un 
ou plusieurs autres composes antigeniques ou immunogenes de HPV. Par 

25 exemple, dans une composition vaccinale selon I'invention, le produit 
d'expression de PADN codant la proteine E7 mutee peut etre associe a une 
ou plusieurs proteines de capside de HPV-16, ou a des peptides obtenus a 
partir de ces proteines de capside, en particulier les proteines LI et L2 de 
HPV-16 bien connues de Thomme du metier. 

30 Selon encore un autre mode de realisation particulier, la composition 

vaccinale selon I'invention peut comprendre un ou plusieurs composes 
antigeniques ou immunogenes capables d'induire une reponse imrnunitaire 
cellulaire ou humorale a I'encontre de types de HPV distincts de HPV-16, 
preferentiellement de type de HPV connus pour provoquer des cancers, tels 

35 queHPV-18,31, 33et51. 



Dans encore un autre mode de realisation particulier d'une 
preparation vaccinale selon I'invention, le produit d'expression de I'ADN 
codant la proteine E7 mutee peut etre combine avec un ou plusieurs 
composes antigeniques ou immunogenes capables d'induire la production 
d'anticorps a I'encontre de facteurs solubles a proprietes 
immunosuppressives ou angiogeniques tels que I'lFNa, le TGF0, le TNFa 
ou encore le VEGF. De preference, ces composes antigeniques ou 
immunogenes sont respectivement I'lFNa, le TGFp, le TNFa ou le VEGF 
modifies chimiquement de maniere a detruire leurs proprietes 
immunosuppressives et/ou a les stabiliser . De telles modifications 
chimiques, par exemple par carboxymethylation, sont bien connues de 
I'homme du metier. Elles sont notamment decrites par Frankel et al. (1988). 

Selon un aspect prefere de ce mode de realisation particulier d'une 
composition vaccinale selon I'invention, le produit d'expression de I'ADN 
codant la proteine E7 mutee et au moins un autre compose antigenique ou 
immunogene sont lies chimiquement pour former un compose super 
immunogene tel que decrit dans la demande de brevet francais n°01 10.751 
deposee le 10 AoQt 2001 au nom de la Societe NEOVACS. 

Superimmunogenes composites 

Un tel superimmunogene composite comprend deux polypeptides 
immunogenes distincts physiquement lies I'un a I'autre, les deux 
polypeptides consistant respectivement en : 

(a) un premier polypeptide immunogene induisant une reaction 
immunitaire cellulaire, ou une reaction immunitaire cellulaire et humorale, 
a I'encontre d'une structure antigenique pathogene cellulaire de HPV16 ; 

(b) un second polypeptide immunogene induisant la production 
d'anticorps neutralisants ou bloquants a I'encontre d'une proteine 
circulante locale du stroma choisie parmi un facteur cytokinique ou un 
facteur de regulation cellulaire a proprietes immunotoxiques ou 
angiogeniques, ce facteur etant produit par les cellules cancereuses ou 
les cellules stromales, y compris les lymphocytes T et les cellules 
presentant I'antigene (APC). 
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Le superimmunogene composite utilise selon I'invention est dit 
« bifonctionnel » car les deux polypeptides (a) et (b), qui sont les deux 
parties essentielles qui le constituent, permettent I'induction simultanee 
d'une reaction immuniiaire dirigee contre deux cibles distinctes, 
respectivement la structure antigenique pathogene et la proteine circulante 
locale du stroma. Toutefois, un superimmunogene composite bifonctionnel 
selon I'invention peut comprendre dans sa structure une pluralite de copies 
respectivement d'un polypeptide (a) et/ou d'un polypeptide (b). 

Le polypeptide (a) et le polypeptide (b) constitutifs d'un compose 
superimmunogene composite de I'invention sont dits « physiquement lies » 
I'un a I'autre car ils sont dans tous les cas inclus tous les deux dans une 
meme structure physique, molecule ou particule (microparticule ou 
nanoparticule), au sein de laquelle ils sont peu distants I'un de I'autre. Du 
fait qu'ils sont physiquement lies I'un a I'autre dans le superimmunogene 
composite, le polypeptide (a) et le polypeptide (b) sont presentes 
conjointement aux memes cellules immunocompetentes, aussi bien les 
macrophages que les lymphocytes T ou B. 

Selon un premier mode de realisation prefere d'un 
superimmunogene composite, les polypeptides (a) et (b) sont choisis 
respectivement parmi : 

- Polypeptide (a) : les proteines LI et L2 du papillomavirus HPV-16, 
detoxiquee ou stabilisee si cela est necessaire, des fragments 
immunogenes de ces proteines ou encore une proteine immunogene qui en 
est derivee (Le Buanec et al., 1999) ; 

- Polypeptide (b) : la proteine E7 mutee de sequence SEQ ID N°1, ou une 
proteine choisie parmi les especes proteiques contenues dans le produit 
d'expression de I'ADN codant la proteine E7A21-26. 

Selon un second mode de realisation prefere d'un superimmunogene 
composite, les polypeptides (a) et (b) sont choisis respectivement parmi : : 

- Polypeptide (a) : la proteine E7 mutee de sequence SEQ ID N°1, ou une 
proteine choisie parmi les especes proteiques contenues dans le produit 
d'expression de I'ADN codant la proteine E7A21-26. 

- Polypeptide (b) : les proteines IFNa, TGFp, TNFa et VEGF, detoxiquees 
ou stabilisees si cela est necessaire, des fragments immunogenes de ces 
proteines ou une proteine immunogene qui en est derivee. 
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Selon un mode de realisation avantageux, Tinvention concerne aussi 
une composition comprenant plusieurs superimmunogenes composiies se 
distinguant par I'identite de la proteine (polypeptide (a) ou polypeptide (b), 
selon le type de superimmunogene composite) provenant du produit 
5 d'expression de I'ADN codant la proteine E7A21-26. 

Preferentiellement une composition comprenant plusieurs 
superimmunogenes composites comprendra des superimmunogenes dont 
le polypeptide (a) ou le polypeptide (b) seront selon le cas, constitues de 
chacune des proteines contenues dans le produit d'expression de I'ADN 
10 codant la proteine E7A21-26, dans des proportions relatives, par exemple 
ponderales, similaires ou identiques aux proportions relatives de chacune 
des especes proteolitiques presentes initialement dans ledit produit 
d'expression. 

Pour fabriquer un superimmunogene composite selon I'invention, on 
15 realise un couplage du polypeptide (a) et du polypeptide (b) par voie 
chimique ou par recombinaison g§netique. 

Dans un mode de realisation particulier du conjugue peptidique 
immunogene de I'invention, les polypeptides (a) et (b) sont lies directement 
entre eux de maniere covalente, par exemple via une liaison peptidique- 
20 CONH-. 

Cependant, afin d'introduire une certaine flexibilite dans la structure 
du conjugue peptidique immunogene, et notamment de permettre une 
mobilite dans Tespace des polypeptides (a) et (b), Tun par rapport a Tautre 
au sein du conjugue peptidique immunogene, on prefere un conjugue 
25 peptidique dans lequel les polypeptides (a) et (b) sont separes Tun de 
('autre, au sein dudit conjugu6, par une chaTne espaceur. 

Selon un premier mode de realisation prefere d'un conjugue 
peptidique immunogene, les polypeptides (a) et (b) sont separes Tun de 
Tautre, au sein dudit conjugue, par une chaTne espaceur choisie parmi le 
30 SMCC ou le SIAB, qui sont tous les deux des composes bifonctionnels. 

Le compose SIAB, decrit par Hermanson G.T. (1996, Bioconjugate 
techniques, San Diego : Academic Press, pp 239-242), est le compose de 
formule (I) suivante : 

35 
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5 Le compose SIAB comprend deux groupes reactifs, respectivement 

un groupe iodoacetate et un groupe ester Sulfo-NHS, ces groupes 
reagissant respectivement sur des groupes amino et sulfhydryl. 

Le compose SMCC, qui est decrit par Samoszuk M.K. et al. (1989, 
Antibody, Immunoconjugates Radiopharm,, 2(1) : 37-46), est le compose de 

10 formule (II) suivante : 



(II) 

15 Le compose SMCC comprend deux groupes reactifs, respectivement 

un groupe ester Sulro-NHS et un groupe maleimide, qui reagissent 
respectivement avec un groupe amino et un groupe sulfhydryl. 



Selon un second mode de realisation prefere, le superimmunogene 
20 composite comprend une chaTne espaceur constitute d'un peptide 
espaceur lineaire . On choisira de preference un peptide espaceur lineaire 
ayant de 3 a 30 acides amines de longueur, avantageusement de 5 a 20 
acides amines de longueur et de maniere tout a fait preferee de 7 a 15 
acides amines de longueur. 
25 Preferentiellement, le peptide espaceur lineaire est essentiellement, 

voire exclusivement, constitue d'acides amines charges positivement ou 
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negativement & pH 7,0 afin d'accrottre I'hydrophilicite globale dudit 
superimmunog&ne composite. On comprend que Ton devra ev'rter d'utiliser 
des peptides espaceurs constitues d'acides amines hydrophobes. De 
maniere preferentielle, le peptide espaceur est caracterise en ce qu'il est 
5 constitue d'une chaTne de po!y-(lysine ) constituee de 3 a 30 residus lysine, 
avantageusement de 5 a 20 et de maniere tout a fait preferde de 7 a 15 
residus lysine de longueur. 

Selon encore un autre mode de realisation d'un superimmunogene 
composite selon I'invention, les polypeptides (a) et (b) sont s6pares Tun de 
10 Tautre, au sein dudit conjugue peptidique, par une chaTne espaceur 
constituee d'un peptide espaceur ramifie, de preference une structure 
oligodendrimerique de poly(lysine), telle que decrite par exemple par Basak 
et al. (1995). 

Dans ce dernier mode de realisation d'un superimmunogene 
is composite selon I'invention, ledit conjugue peptidique peut comprendre 
plusieurs copies des polypeptides (a) et (b) par molecule de conjugue, 
avantageusement de 2 a 8 copies des polypeptides (a) et (b) f de preference 
au plus 4 copies de chacun des polypeptides (a) et (b) par molecule de 
conjugue. 

20 Les polypeptides (a) et (b) peuvent aussi etre inclus tous les deux au 

sein d'une meme structure physique par exemple sur des monoparticules 
ayant un diametre compris entre 10 et 500 nanometres de preference 10 et 
1000 nanometres, et de maniere tout a fait preferee entre 10 et 100 
nanometres, par exemple des nanopaticules d'IMS, comme decrit par 

25 exemple par Aucouturier et al . (2001), de chitosan , comme decrit par 
exemple par Skaugrud et al. (1999), de liposomes, ou de particules 
biodegradables comme le polylactide acide (PLA), le poly-s-caprolactone 
(PLC) ou le poly(lactide-coglycolide) (PLG) decrit par Baras et al. (1999). 

Selon encore un autre mode de realisation, les polypeptides (a) et (b) 

30 sont lies physiquement au sein d'une meme structure porteuse permettant 
leur presentation simultanee aux cellules du systeme immunitaire. Dans ce 
mode de realisation particulier, les polypeptides (a) et (b) sont immobilises 
sur des nanoparticules, par exemple des nanoparticules de chitosan, de 
IMS (Immunomodulateur accessible aupres de la Societe Seppic, France), 
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constitue de nanoparticules lipidiques d'un diametre de 100 a 300 
nanometres) ou de liposomes. 

Preferentiellemeni, de telles nanoparticules sont de faible taille de 
maniere a presenter simultanement les polypeptides (a) et (b) aux cellules, 
5 de la meme maniere que si ces polypeptides etaient lies de maniere 
covalente au sein de la meme molecule. Avantageusement les 
nanoparticules ont un diametre compris entre 10 et 1000 nm, mieux entre 
10 et 500 nm, preferentiellement entre 10 et 300 nm et de maniere tout a 
fait preferee entre 1 0 et 200 nm. 

10 

Compositions vaccinates contenant un acide nuclejgue codant la 
proteine E7 mutee selon F invention. 

L'invention a aussi pour objet une composition immunogene, ou une 

15 composition vaccinale, preventive ou curative d'un cancer provoque par 
une infection a papillomavirus, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
quantite immunologiquement efficace d'un acide nucleique codant la 
proteine E7 mutee, d'une cassette d'expression ou encore d'un vecteur 
recombinant tel que defini dans la presente description. 

20 Pour la mise en ceuvre de la composition vaccinale ci-dessus, on 

prefere, en tant que vecteur d'expression, un vecteur retroviral ou encore 
un vecteur adeno-associe (AAV). De tels vecteurs adeno-associes sont par 
exemple decrits par Flotte et al. (1992), Samulski et al. (1989), ou encore 
McLaughlin et al. (1996). Pour introduire les acides nucleiques, les 

25 cassettes d'expression ou les vecteurs dans une cellule hote, Thomme du 
metier pourra avantageusement se referer a differentes techniques, comme 
la technique de precipitation au phosphate de calcium (Graham et al)., 
1973, Chen et al. 1987), le DEAE dextran (Gopal, 1985), I'electroporation 
(Tur-kaspa, 1986, Potter et al. 1984), la micro-injection directe (Harland et 

30 al. , 1985) ou encore les liposomes charges en ADN (Nicolau et al. r 1987 ; 
Fraley etal., 1980). 

Selon un mode de realisation particulier, une methode pour introduire 
un acide nucleique ou une cassette d'expression selon l'invention dans une 
cellule hote, en particulier une cellule hote provenant d'un mammifere, in 

35 vivo, comprend une etape au cours de laquelle on introduit une preparation 
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comprenant I'aoide nucleique ou la cassette d'expression dans un vehicule 
pharmaceutiquement compatible, par injection locale au niveau du tissu 
choisi, par exemple un tissu musculaire lisse ou encore un tissu muqueux 
I'acide nucleique ou la cassette d'expression etant absorbe par ies cellules 
de ce tissu. 

Des compositions pour I'utilisation in vitro et in vivo comprenant des 
acides nucleiques ou des cassettes d'expression « nus » sont par exemple 
decrites dans la demande PCT N°WO 95/11.307 ainsi que dans Ies articles 
de Tacson et al. (1996) et de Huygen et al. (1996). 

II peut encore s'agir de vecteurs adenoviraux tels que I'adenovirus 
humain de type 2 ou 5. 

La quantite de vecteur qui est injectee a I'organisme h6te choisi varie 
selon le site de I'injection. A titre indicatif, il peut etre injecte entre environ 
10 ug et 1000 pg de I'acide nucleique ou de la cassette d'expression codant 
la proteine E7 mutee selon ('invention dans le corps d'un patient. 

Compositions destinees a la vaccinati on passive *n titumoralA 

Comme cela apparait clairement dans la presente description, la 
production d'anticorps systemiques ou mucosals est essentielle afinde 
bloquer Ies proprietes immunosuppressives de la proteine E7 secretee par 
Ies cellules cancereuses infectees par HPV-16. 

Dans la situation dans laquelle une composition vaccinate 
comprenant la proteine E7 mutee ou la composition vaccinate comprenant 
un ac.de nucleique, une cassette d'expression ou un vecteur recombinant 
codant la proteine E7 mutee, est utilisee a titre therapeutique , c'est-a-dire 
apres I'evenement defection par HPV-16, II est avantageux de bloquer 
ra Pl dement I'effet immunosuppressif de la proteine E7 produite et secretee 
par Ies cellules cancereuses afin de favoriser I'induction rapide d'une 
reponse immunitaire humorale et cellulaire par ladite composition vaccinate, 
dans le but d'augmenter encore I'efficacite de celle-ci. 

Le blocage precoce de I'effet immunosuppressif de la proteine E7 
produite par Ies cellules infectees peut etre realise en administrant aux 
patents une quantite efficace d'anticorps neutralisants obtenus apres 
immunisation de I'homme ou de I'animal a I'encontre de la proteine E7 
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native, en utilisant la proteine E7 mutee de Tinvention en tant que compose 
antigenique ou immunogene, en association avec un ou plusieurs adjuvants 
de Timmunite appropriee. 

^invention concerne aussi un procede de preparation d'aniicorps 
5 neutralisant I'effet immunosuppressif de la proteine E7 native de HPV-16, 
caracterise en ce qu'il comporte une etape dans laquelle on immunise un 
mammifere, y compris I'homme, a Taide du produit d'expression de TADN 
codant de la proteine E7 mutee de Tinvention, puis on recupere les 
anticorps produits. 

10 ^invention est aussi relative a des anticorps diriges contre le produit 

d'expression de TADN codant la proteine E7 mutee selon Tinvention. Ces 
anticorps sont notamment caracterises en ce qu'ils sont neutralisants, c'est- 
a-dire qu'ils neutralisent I'effet immunosuppressif de la proteine E7 native. 
Uinvention a egalement pour objet une composition pharmaceutique 

15 contenant des anticorps neutralisant I'effet immunosuppressif de la proteine 
E7 native de HPV 16, en particulier la proteine E7 secretee par des cellules 
infectees par HPV-16, lesdits anticorps etant diriges contre la proteine E7 
mutee selon Tinvention. 

Elle est aussi relative a une composition pour vaccination passive a 

20 Tencontre d'une infection par HPV-16, y compris a Tencontre d T un cancer 
provoque par une infection par HPV-16, contenant les anticorps definis ci- 
dessus. 

Pour verifier la capacite neutralisante des anticorps selon Tinvention, 
Thomme du metier se refere avantageusement au test decrit a Texemple 2 , 
25 consistant a quantifier le pourcentage d'inhibition de la production d'IFN-a 
ou de TNF-apar des macrophages humains exposes a la proteine E7 
native. 

L'invention a encore pour objet une methode pour bloquer I'effet 
immunosuppressif de la proteine E7 produite par des cellules infectees par 
30 le virus HPV-16, caracterisee en ce que Ton administre aux patients une 
quantite neutralisante d'anticorps obtenus apres immunisation de Thomme 
ou de Tanimale avec la proteine E7 mutee telle que definie dans la presente 
description. 



Les anticorps peuvent §tre des anticorps d'isotype IgA ou d'isotype 
IgG. lis peuvent etre des anticorps polyclonaux ou encore des anticorps 
monoclonaux. 

Les anticorps selon ['invention englobent egalement les fragments 
F(ab') 2 ou F(ab). 

L'invention est en outre illustree, sans pour autant etre limitee, par 
les figures et les exemples suivants. 

Figure 1, un cliche SDS-PAGE de E7A21-26. 
Figure 2 , un cliche Western-Blot de E7A21-26 ; 

Figure 3, un cliche d'une isoelectrofocalisation sur agarose de 
E7A21-26; 

Figure 4, un graphe des titres d'anticorps IgG anti-E7 serique de 
souris, avant et apres immunisation avec une preparation E7A21-26 ; 

Figure 5, un graphe du pourcentage de neutralisation des anticorps ; 
IgG anti-E7 serique de souris, avant et apres immunisation avec une ^ 
preparation E7A21-26 ; , : 

Figure 6, un graphe de I'index de proliferation Ip de splenocytes de .- ! 
souris naTves et de souris immunisees avec une preparation E7A21-26 ; 

Figure 7, un graphe du taux d'IFN-y de splenocytes de souris naTves : . 
et de souris immunisees avec une preparation E7A21-26 ; 

Figures 8 a 12, des graphes du titre d'lgG anti-E7 serique de souris 
et des pourcentages de neutralisation des anticorps IgG anti-E7 serique de 
souris, avant et apres immunisation avec une preparation E7A21-26 ; 

Figure 13, un graphe representant la classe de IgG seriques 
obtenue apres immunisation avec une preparation E7A21-26 ; 

Figure 14, un graphe du taux d'IFN-y produit par les splenocytes de 
souris naTves et immunisees avec une preparation E7A21-26 ; 

Figures 15 et 16, des graphes du titre d'lgG anti-E7 serique de 
souris et des pourcentages de neutralisation des anticorps IgG anti-E7 
seriques de souris, avant et apres immunisation avec une preparation 
E7A21-26; 

Figure 17, un graphe representant le taux d'lgA present dans les 
secretions vaginales de souris, avant et apres immunisation avec une 
preparation E7A21-26 ; 



# • 



Figures 18 si 19, des graphes du titre d'lgG anti-E7 serique de 
souris et des pourcentages de neutralisation des anticorps IgG anti-E7 
serique de souris, avant et apres immunisation avec une preparation 
E7A21-26 ; 

Figure 20 , un graphe representant le taux d'lgA present dans les 
secretions vaginales de souris, avant et apres immunisation avec une 
preparation E7A21-26; 

Figures 21, 22 et 23 des graphes de la croissance tumorale de 
cellules C3 injectees a des souris immunisees ou non avec une preparation 
E7A21-26 . 
EXEft/lPLES 

Exemole 1 : Preparation de la proteine E7 mutee de HPV-16 selon 
I' invention 

1.1. Preparation et clonage de I'acide nucieique codant la proteine E7 
mutee. 

Pour le cionage du gene de la proteine E7 sauvage dans le vecteur 
pPIC9K (Invitrogen), propice a I'expression de proteines en Pichia pastoris, 
nous sommes partis d'un plasmide pNIV5101. Ce plasmide est le vecteur 
pMALcRI contenant le gene de E7 de HPV-16 (plasmide fourni par le 
laboratoire d'Arsene Bumy). 

La cassette E7 est isolee de pNIV5101 apres une double digestion 
Nco\-Sal\. Les extremites sont rendues blunt et le fragment est insere dans 
le plasmide pPlC9K ouvert par Snabl Dans cette construction, la E7 
exprimee possede une Tyrosine supplementaire en position amino- 
terminale. 

Ce residu supplementaire a ete delate par mutagenese dirigee (Kit : 

Transformer Site-directed mutagenesis, Clontech) et a I'aide d'un 

oligonucleotide synthetique : 

5'GAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTCATGGAGATACACCTAC3' 

(SEQ ID N°3). La sequence en gras correspond a la fin du gene de la 
sequence signal de MFa-factor. 

Le plasmide residuel pNIV5102 code pour I'expression de E7 HPV- 
16 sauvage en P. pastoris. La cassette « signal MFa-factor-E7 », isolee de 



pNIV5102 apres une digestion BamH\-EcoRl biunt> ©st introduite dans le 
vecteur pBluescript (Stratagene)ouvert par BamHl-EcoR\ b iunt pour la 
deletion des AA 21-26. Ce plasmide est nomme pNIV5103. La deletion 
A21-26 et introduction d'un site EcoRI apres le codon STOP est realisee 
5 par mutagenese dirigee et a Taide de deux oligonucleotides : 

a) S^CAACCAGAGACAACTCAATTAAATGACAGCTCAGS' (SEQ ID N°4). 
Le codon en gras correspond a celui de I'AA 20 alors que le codon souligne 
code pour PAA 27 ; 

b) 5 5 GTTCTCAGAAACCATAATGAATTCATGTTTCAGGACCCACAG3 , 
io (SEQ ID N° 5). La sequence en gras correspond au site EcoRl. 

Cette construction, appelee pNfV5109, contient done la cassette 
signal MFa-factor -E7A21-26. La construction finale consiste en I'ouverture 
de pPIC9K par BamHl-EcoR\ et ('introduction de la cassette signal MFa- 
factor -E7A21-26 isolee de pNIV5109 apres une digestion BamHl-EcoRL Le 
15 plasmide depression final porte le num§ro pNIV51 14. 

1.2. Transformation des cellules de levure Pichia pasioris avec le 
vecteur d'expression recombinant codant la proteme E7 mutee de 
Tinvention. 

20 I 

La composition des diff6rents milieux utilises dans i'exemple est celle 
decrite dans le manuel distribue par la Societe Invitrogen : « Multi Copy 
Pichia Expression Kit ». 

La souche SMD1168 de P. pastoris (Ref. C 175-00-lnvitrogen) est 
25 transformee avec le plasmide pNIV5114, prealablement digere par Sg/ll, 
par la methode des spheroplastes. 

Brievement, les levures sont lavees successivement avec de Peau, 
du milieu SED et du sorbitol 1M, Apres centrifugation, les cellules sont 
resuspendues dans le tampon SCE pour etre diger§es par la zymolyase 
30 selon le protocole decrit dans le manuel Invitrogen. Les spheroplastes sont 
recoltes par une centrifugation de 750g pendant 10min. 

Apr6s un lavage au sorbitol 1M, les spheroplastes sont laves avec le 
tampon CaS et transfonVies avec 10yg de pNIV5114 digere par BglU. Les 
levures sont etalees sur un milieu gelose RBD sur lequel est coule de Pagar 
35 mou RD. 



i er aepot 




Les transforrnants His+ sont etales sur differentes boites YPD+Agar 
contenant des concentrations croissantes de G418 (de 0.5 a 4mg/ml) afin 
de selectionner des levures possedant un grand nombre de copies du gene 
de E7A21-26. Apres repiquage des colonies resistantes, I'expression de la 
5 E7A21-26 est evaluee de la maniere suivante. 

Des precultures de certaines colonies sont realisees dans le milieu 
BMGY (voir Invitrogen). Lorsque la D0 6 oonm atteint une valeur comprise 
entre 2-6, une partie de cette preculture est centrifugee et les cellules sont 
resuspendues dans le milieu BMMY contenant une concentration finale en 
10 methanol de 0.5%. 

Le test d'induction de I'expression au methanol peut se prolonger 
pendant plusieurs jours. Pour chaque intervalle de temps, des aliquotes 
sont preleves. La presence de E7A21-26 dans le surnageant des cultures 
est visualisee en SDS-PAGE, apres coloration au bleu de Coomassie ou 
15 apres Western blotting revele avec un anticorps monoclonal anti-E7 (Santa 
Cruz, dilution 1000X). 

Une Master Cell Bank du clone pNIV5114 n°1 est realisee. Une 
Working Cell Bank, derivee d'une ampoule de la MCB, est formee pour les 
productions de la E7A21-26 en bioreacteur. 

20 

1.3. Production de la proteine E7 mutee de ('invention a haut 
rendemeni, a I'echelle industrielle. 

a) precuiture : 

100ml de milieu BMGY sont inocules avec 150ul du glycerol de la 
25 souche P.pastoris recombinante (incubation a 30°C pendant +/- 24h, 
Vitesse d'agitation de'250rpm) afin de determiner le temps de generation de 
la souche. 100ml de milieu BMGY sont inocules avecxml de la preculture 1 
pour obtenir une DOeoonm finale de +/- 30 au moment de I'inoculation du 
bioreacteur (incubation a 30°C pendant +/- 24h, vitesse d'agitation de 
30 250rpm). 

b) bioreacteur ; 

Le bioreacteur Bioflo III (New Brunswick) est rempli par 1,75 litre de Basalt 
[Salt Medium pH 5 contenant de I'anti-mousse (0.5ml) et des PTMi salts 
35 (8ml) avant d'etre inocule par la preculture 2 (temperature de 30°C, vitesse 
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d'agitation de 300rpm). L'oxygene dissous est maintenu a 20% grace a une 
agitation comprise entre 300 et 1000rpm. Apres +/- I8h de fermentation, le 
1 er pic de consommation de l'oxygene dissous apparaTt. A ce moment, 
150ml de glycerol a 50% en poids sont ajoutes. Le pH du milieu est monte 
de 5 a 6. +/- 3 heures plus tard, au moment du 2 6me pic de consommation 
de l'oxygene dissous, 10g de methanol sont ajoutes et la concentration en 
methanol est maintenue durant toute I'induction a 5g/litre (monitoring par un 
detecteur de methanol, PTI Instruments). L'induction procede pendant 25- 
30h. 

La biomasse est centrifugee pendant 30min a 1000rpm, le 
sumageant est filtre sur un filtre Sartopure PP2 (porosite 1 .2pm). 

c) Milieux utilises 

BRflGY Medium 

Yeast Extract 10g/L 
Peptone 20g/L 
Tampon Phosphate potassium 100mM pH6 

YNB avec (NH 4 ) 2 S0 4 mais sans amino-acides (Invitrogen) 13.4g/L 



Biotine 
Glycerol 



10ml/L 



400pg/L 



Basal Salts Medium 



Acide phosphorique 85% 26.7 ml/L 
Sulfate de calcium 0.93 g /L 

Sulfate de potassium 18.2 g /L 
Sulfate de Mg.7H 2 0 1 4.9 g /L 
Hydroxyde de potassium 4. 1 3 g /L 
Glycerol 40.0 g/L 
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PTfifli Trace Salis 

Sulfate cuprique 5H 2 0 6,0 g/L 
lodure de sodium 0.08 g/L 
Sulfate de manganese H2O 3.0 g/L 
Molybdate de sodium.2H 2 0 0.2 g/L 
Acide borique 0.02 g/L 
Chlorure de cobalt 0.5 g/L 
Chlorure de zinc 20.0 g/L 
Sulfate ferreux 7H 2 0 65.0 g/L 
Biotine 0.2 g/L 

Acide sulphurique 5.0 ml/L 

1 .4 Purification de la proteine E7 mutee selon I'invention 

Le surnageant de culture est dilue 4 fois avec de I'eau et le pH de la 
solution est ensuite ajuste a pH7.5. Le melange est directement applique 
sur une colonne de Q sepharose XL (2.6 x 12cm) conditionnee dans le 
tampon 20mM Tris-HCl pH7.5 a une Vitesse de 30ml/min. 
La colonne est ensuite lavee avec le tampon de conditionnement et avec le 
tampon contenant 400mM NaCl. La E7A21-26 est eluee de la colonne par 
Implication d'un gradient en NaCl de 400 a 650mM (15 volumes colonnes). 

Les fractions contenant ia E7A21-26 sont rassemblees, concentrees 
par ultrafiltration sur une membrane YM10 (Amicon) et appliquees sur une 
colonne de filtration moleculaire Superdex 200 (1.6 x 60cm) conditionnee 
dans le tampon PBS pH 7.2. Les fractions purifiees de E7A21-26 sont 

Les endotoxines eventuelles des preparations de E7A21-26 sont 
ensuite eliminees par un traitement au Triton X-114. Les proteines sont 
dosees par le test Micro BCA (Pierce) et stockees a -20°C 

La E7A21-26 se presente en SDS-PAGE sous la forme d'un doublet 
de bandes de 14 et 16kDa (Figure 1). Ces deux bandes sont 
immunoreactives. Des fractions aliquotes de E7A21-26 ont ete incubees 
pendant 33 jours a 37°C. Nous n'observons pas de changements du 
comportement electrophoretique de I'echantillon (Figure 2). Ces resultats 
indiquent que la E7A21-26 est stable a cette temperature pendant au moms 
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1mois. Le western blot confirme cette stabilite. La E7A21-26 est tres stable 
egalement a -20 et +4°C (plusieurs mois). 

La E7A21-26 possede un point isoelectrique acide compris entre 5 et 
5,4 (Figure 3). 

EXEftfiPLE 2 : Repons® immune (humorate et cellulaire) svstemique 

Exemple 2.1 : Activite immunogene de la proteine E7 A21-26 en 
presence d'adjuvant com p let (ACF) et incomplet (AIF) de FREUND 

L'activite immunogenique (humorale et cellulaire) de la preparation 
E7 A21-26, a ete etudiee chez les souris C57BL/6 (H-2 b ) femelles, agees 
de 6 semaines, achetees chez Charles River, en presence de ACF et d'AIF. 

A. Materiel et methodes 

Au jour 0, un groupe de 6 souris recoit une injection de 0.2 ml (50 ug) 
d'une emulsion en ACF par voie intramusculaire. Une injection de rappel de 
5 pg en AIF est donnee a J21 et J60. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 et 12 jours apres la derniere 
immunisation. 

- 8 souris contrdles recoivent les memes preparations sans immunogene. 

- 3 souris recoivent 100 pg de la preparation et I'absence de symptomes de 
maladie est etudtee pendant les 7 jours suivant I'injection. 

Les souris sont challenges avec des cellules C3, 12 jours aprds la 
derniere immunisation. Les cellules C3, sont des cellules embryonnaires 
d'origine C57BL/6, transformers avec le genome HPV16 entier et 
I'oncogene ras ( Feltkamp, iW.C, H.L. Smits, SVI.P. Vierboom, R.P. 
Minnaar, BM. de Jongh, J.W. Drijfhout, J. ter Schegget, C.J. Melief, 
and W.WI. Kast. 1993. Vaccination with cytotoxic T lymphocyte epitope- 
containing peptide protects against a tumor induced by human 
papillomavirus type 16- transformed cells. Eur.J. Immunol. 23:2242-2249.). 
Elles sont cultivees dans du milieu DM EM (Bio-Whittaker) additionne de 
10% de FCS, 50 U/ml de penicilline, 50 pg/ml de streptomycine et 250 
ng/ml de fungizone a 37°C dans une atmosphere humide contenant 7% de 
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CO2- Les cellules destinees a etre injeciees aux souris sont lavees dans du 
milieu sans serum apres avoir et§ detachees du plastique a I'aide de 
trypsine. 

5 L'absence de toxicite de la preparation est mesuree par l'absence de 

signes cliniques : (comportement, poils, poids) et par examen anatomique 
apres autopsie. 

B. Resultats : 

10 Les souris immunisees par ia preparation E7 A21-26, en presence de 

ACF et d'AIF, ne presentent aucun signe clinique et aucune lesion 
anatomique. 

Aucune des 3 souris immunlsees avec 100 pg de la preparation ne 
manifests de symptomes de maladie pendant les 7 jours suivant Pinjection. 
15 La reaction immunitaire est mesuree par : 

1, Reponse humorale 

La presence dans le serum d'anticorps de type IgG diriges contre la 
20 proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en 
titre (inverse de la dilution donnant une densite optique superieure a 0.3) 

Figure 4 : 

25 Les souris immunisees avec la preparation de E7 A21-26, en 

presence de ACF et d'AIF, presentent des titres d'anticorps de type IgG 
anti-E7 tres importants. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a i'aide du 
test d'immunosuppression suivant. Une dilution au 1/50 du serum preleve a 

30 J-2 et J72 sont incubees pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces 
dilutions sont ensuite deposees sur des macrophages humains, pretraites 
par de I'lFN-y pendant 16 heures. Apres 24 heures de culture, les 
sumageants de culture sont recuperes et la quantite de TNF-a produite est 
mesuree par un test ELISA, le DuoSet DTA 50 (R&D). Les serums 

35 neutralisants empechent la proteine E7 d'induire I'expression de TNF-a, 



alors que les serums non neutralisants permettent la synthese de cette 
cytokine. 

Les resultats sont donnes en % de neutralisation. 

5 Figue 5 

Les anticorps induits par la preparation E7 A21-26 en presence 
d'ACF puis d'AIF ont un pouvoir neutralisant tres important. 

10 2. Reponse ceitulaire 

2.1. Proliferation celiulaire 

Les cellules spleniques des souris immunisees et des souris 
contrdles sont isolees puis cultivees dans des puits a fond rond d'une 
plaque de micro-culture a raison de 100 000 ceilules/puits en presence de 
is E7 natif. La culture celiulaire est poursuivie a 37 °C en atmosphere humide 
chargee a 5 % de C02 pendant 6 jours. 18 heures avant la fin de 
I'incubation, 0.5 uCi de thymidine tritiee/ puits sont ajoutes. L'intensite de la 
reponse immunitaire est proportionnelle a I'index de proliferation Ip. 

20 Ip = cpm (coups par minute) pour I'antigene donne / cpm 

contrdle 

Figure 6 

25 Les cellules spleniques des souris immunisees avec la preparation 

E7 A21-26, en presence de ACF et d'AIF, proliferent, lorsqu'elles sont 
activees, in vitro, avec la proteine E7 native. 

2.2. Production d'!FN-y 

30 

La presence d'IFN gamma dans les surnageants de culture des 
cellules spleniques cultivees en presence de 10 ug/ml de E7 natif est 
determinee, apres 72 heures de culture, a I'aide d'un test ELISA (LO-IMEX, 
Belgium) comme decrit precedemment (De Smedt, T., B. Pajak, E. 
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R/iuraille, L. Lespagnard, E. Heinen, P. De Baetselier, J. Urbain, O. Leo, 
and M. ft/loser. 1996. Regulation of dendritic cell numbers and maturation 
by lipopolysaccharide in vivo. J.Exp.Med. 184:1413-1424.) Les resultais 
sont exprimes en Ul/ml. 

5 

Figure 7 

Les cellules spteniques des souris immunisees avec la preparation 
E7 A21-26 en presence d'ACF puis d'AIF produisent une quantite 
importante d'IFN gamma lorsqu'elles sont activees, in vitro, avec la proteine 
10 E7 native. 

EKemple 2.2: Activite immunogene de ia proteine E7 A21-26 en 
presence d'adjuvant incompiet de FREUND (AIF) 

15 L'activite immunogenique (humorale) de la preparation E7 A21-26, a 

ete etudiee chez les souris C57BL/6 (H-2 b ) femelles, ag^es de 6 semaines, 
achetees chez Charles River, en presence d'AIF. 

A. Materiel et methodes 
20 Au jour 0, un groupe de 6 souris regoit une injection de 0.2 ml (50 ug) 

d'une emulsion en AIF en presence de 1ug de GM-CSF murin et 1,5 ug 

d'IL-2 murin par voie intramusculaire. Une injection de rappel de 5 pg en 

AIF est donnee a J21 et J60. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 
25 chaque souris avant la premiere injection a j-2 et 12 jours apr^s la derniere 

immunisation. 

- 6 souris controles recoivent les m§mes preparations sans immunogene. 

- 3 souris recoivent 100 pg de la preparation et I'absence de symptomes de 
maladie est etudiee pendant les 7 jours suivant I'injection. 

30 

L'absence de toxicity de la preparation est mesuree par I'absence de 
signes cliniques : (comportement, poils, poids) et par examen anatomique 
apres autopsie. 
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B. Resultats : 

Les souris immunisees par la preparation E7 A21-26 en presence 
d'AIF ne presentent aucun signe clinique et aucune lesion anatomique. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 100 ug de la preparation ne 
manifeste de symptomes de maladie pendant les 7 jours suivant I'injection. 

La reaction immunitaire est mesuree par : 

1. Reponse humorale 

La presence dans le serum d'anticorps de type IgG diriges contre la 
proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en 
titre (inverse de la dilution donnant une densite optique superieure a 0.3) 

Figure 8 

Les souris immunisees avec la preparation de E7 A21-26 en 
presence d'AIF presentent des titres d'anticorps de type IgG anti-E7 tres 
importants. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a I'aide du 
test d'immunosuppression suivant. Une dilution au 1/50 du serum preleve a 
J-2 et J72 est incubee pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces 
dilutions sont ensuite deposees sur des macrophages humains, pretraites 
par de l'IFN-y pendant 16 heures. Apres 24 heures de culture, les 
surnageants de culture sont recuperes et la quantite de TNF-cc produite est 
mesuree par un test ELISA, le DuoSet DTA 50 (R&D). Les serums 
neutralisants empechent la proteine E7 d'induire I'expression de TNF-a, 
alors que les serums non neutralisants permettent la synthese de cette 
cytokine. 

Les resultats sont donnes en % de neutralisation. 
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Les anticorps induits par la preparation E/ A21-26 en presence d'AlF 
ont un pouvoir neutralisant tres important. 

Example 2.3: Activite immunogene de la proteine E7 A21-26 
enchassee dans des nanoparticules de chitosan en presence 
d'adjuvant incomplet de FREUND (AIF) 

L'activite immunogenique (humorale) de la preparation E7 A21-26 
enchassee dans des nanoparticules de chitosan a ete etudiee chez les 
souris C57BL/6 (H-2 b ) femelles, agees de 6 semaines, achetees chez 
Charles River, en presence d'AIF. 

A. Materiel ei tnethodes 

Au jour 0, un groupe de 6 souris recoit une injection de 0.2 ml (50 ug) 
d'une emulsion en AIF en presence de 1ug de GMC-SF murin et 1,5 pg 
d'IL-2 murin par voie intramusculaire. Une injection de rappel de 5 ug en 
AIF est donnee a J21 et J60. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 et 12 jours apres la derniere 
immunisation. 

- 6 souris controles regoivent les memes preparations sans immunogene. 

- 3 souris recoivent 100 ug de la preparation et I'absence de symptomes de 
maladie est etudiee pendant les 7 jours suivant Tinjection. 

L'absence de toxicite de la preparation est mesuree par ("absence de 
signes cliniques : (comportement, poils, poids) et par examen anatomique 
apres autopsie. 

S. Resultais : 

Les souris imrnunisees par la preparation E7 A21-26 enchassee 
dans des nanoparticules de chitosan en presence d'AIF ne presentent 
aucun signe clinique et aucune lesion anatomique. 

Aucune des 3 souris imrnunisees avec 100 ug de la preparation ne 
manifeste de symptSmes de maladie pendant les 7 jours suivant rejection. 
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La reaction immunitaire est mesuree par : 
1 . Reaonse humorals 

La presence dans !e serum d'anticorps de type IgG diriges contre la 
proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en 
titre (inverse de la dilution donnant une densite optique superieure a 0.3) 

Figure 10 

Les souris immunisees avec la preparation de E7 A21-26 enchassee 
dans des nanoparticules de chitosan en presence d'AIF presentent des 
titres d'anticorps de type IgG anti-E7 tres importants. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a I'aide du 
test d'immunosuppression suivant. Une dilution au 1/50 du serum preleve a 
J-2 et J72 est incubee pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces 
dilutions sont ensuite d6posees sur des macrophages humains, pretraites 
par de l'IFN-y pendant 16 heures. Apres 24 heures de culture, les 
sumageants de culture sont recuperes et la quantite de TNF-a produite est 
mesuree par un test ELISA, le DuoSet DTA 50 (R&D). Les serums 
neutralisants empechent la proteine E7 d'induire I'expression de TNF-a, 
alors que les serums non neutralisants permettent la synthese de cette 
cytokine. 

Les resultats sont donnes en % de neutralisation. 

Figure 11 

Les anticorps induits par la preparation E7 A21-26 enchassee dans 
des nanoparticules de chitosan en presence d'AIF ont un pouvoir 
neutralisant tres important. 



Er.emple 2.4 : Activiie immunogene de la proteine E7 A21-26 en 
presence de QuilA 

L'activite immunogenique (humorale) de la preparation E7 A21-26, a 
ete etudiee chez les souris C57BL/6 (H-2 b ) fernelles, agees de 6 semaines, 
achetees chez Charles River, en presence de QuilA 

A. Materiel et meihodes 

Des souris (groupes de 8) ont ete injectees 2 fois en sous-cutane 
(s.c.) a la base de la queue avec 6.9 ug de E7A21-26 melangees a 15 pg 
de I'adjuvant QuilA cf. p. 15 Bremtag Biosector, Danemark ou avec du 
QuilA seul, comme controle negatif (100 ul/injection, dans du PBS). 

La reaction immunitaire est mesuree par : 
1 . Reponse humorale 

La presence dans le serum d'anticorps de type IgG diriges contre la 
proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA. Des plaques a 96 
puits (F96 Maxisorp, Nunc, Roskilde Denmark) sont recouvertes avec la 
proteine His 6 -E7, a 5 ug/ml dans du PBS, pendant une nuit a 4°C. Apres 
lavage au PBS, les puits sont bloques avec du PBS 1% BSA (bovine serum 
albumine) (SIGMA) 1 h a 37°C. Les plaques sont encore iavees au PBS 
avant I'addition des sera, dilues successivement d'un facteur 5 dans du 
PBS 0.1% BSA, puis incubees une nuit a 4°C. Les anticorps monoclonaux 
anti-E7 HPV-TVG710Y (igG2a) et ED17 (lgG1) (Santa-Cruz) sont utilises 
comme standard. Apres lavages au PBS, les IgG specifiquement liees sont 
detectees avec un anticorps de mouton dirige contre les IgG murines 
couple a la peroxidase (Amersham) dilue 2000 fois dans du PBS 0 .1% 
BSA. Des anticorps anti-isotypes, couples a la peroxydase, (LO-IMEX, 
Belgium) sont utilises pour detecter les lgG1 et les lgG2b anti-E7. Apres 1 h 
d'incubation a 37°C, les plaques sont Iavees et I'activite peroxydase est 



revelee et mesuree par une procedure classique (substrat o-phenylene 
diamine). Le titre en anticorps est exprime par Hnverse de la dilution qui 
donne une valeur A,g 0 egale a 0.6. La figure 12 represente les titres 
individuels d'lgG anti-E7 de 3 souris, pour trois experiences independantes 

Figure 12 

Une seroconversion a ete detectee dans 89% (8/9) des souris 
traitees avec E721-26/QuilA. Les titres d'anticorps anti-E7 etaient variables 
d'une experience a I'autre, mais aussi d'une souris a I'autre. 

Le profii isotypique des reponses humorales anti-E7 a egalement ete 
caracterise. Le vaccin E721-26/QuilA induit la production d'lgG2b et 
d'lgGI anti-E7. 

Figure 13 

Non seulement l'administration in vivo de la proteine E721-26 
produite en Pichia pastoris, melangee au QuilA, genere une reponse 
reponse immunitaire humorale anti-E7, mais aussi une reponse immune .. 
cellulaire. 

2. Reoonse cellulaire. 

2.1. Proliferation cellulaire 



Les rates de 3 souris traitees 2 fois avec le QuilA ou E721-26/QuilA 
ont ete prelevees 2 semaines apres la fin du traitement. Les cellules 
spleniques ont ete isolees et suspendues dans du DMEM additionne de 
1% de serum normal de souris (Harlan), 50 lU/mi de penicilline, 50 ug/ml de 
streptomycine, d'acides-amines non essentiels, 2 mM de L-glutamine, 10 
mM de Hepes et 5 x 10" 5 M de 2-ME. Les cellules ont ete distributes dans 
des plaques a 96 puits a fond plat (500.000 par puit) et stimulees ou non 
avec les peptides (Eurogentec, Belgium) E7 4 9-57 (RAHYNIVTF) ou E7 41 ^ 2 
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(PAGQAEPDRAHYNIVTFCCKCD) ( Tindle, R.W., 3. Croft, K. Herd, K. 
Malcolm, A.F. Geczy, T. Stewart, and G.J. Fernando. 1995. A vaccine 
conjugate of 'ISCAR' immunocarrier and peptide epitopes of the E7 cervical 
cancer-associated protein of human papillomavirus type 16 elicits specific 
5 Th1- and Th2-type responses in immunized mice in the absence of oil- 
based adjuvants. Clin.Exp.lmmunol. 101:265-271) (9 pM), derives de E7. 

La proliferation lymphocytaire a ete mesuree a 48 et 72 h par un 
ajout de 0.4 pCi de thymidine tritiee dans les puits, suivi de 16 h de culture. 
Apres lyse des cellules et filtration sur membrane en fibre de verre r la 
10 radioactivity incorporee a I'ADN a ete mesuree dans du liquide de 
scintillation a I'aide d'un compteur , 

2.2. Production d'lFN^y 

Apres 72 h d'incubation a 37°C et 7% C0 2 , du surnageant a ete 

is preleve dans les puits, congele a -70°C et teste pour son contenu en IFN-y 
( Feltkamp, ftfl.C., H.L. Smits, ftfl.P. Vierboom, R.P. IVIinnaar, B.WI. de 
Jongh, J.W. Brijfhout, J. ter Schegget, C.J. Mellef, and W.WL Kast. 
1993. Vaccination with cytotoxic T lymphocyte epitope-containing peptide 
protects against a tumor induced by human papillomavirus type 16- 

20 transformed cells. EurJ. Immunol. 23:2242-2249.; Tindle, R.Vtf., S. Croft, 
K. Herd, K. ftfialcolm, A.F. Gecsy, T. Stewart, and G.J. Fernando. 1995. 
A vaccine conjugate of 'ISCAR' immunocarrier and peptide epitopes of the 
E7 cervical cancer-associated protein of human papillomavirus type 16 
elicits specific Th1~ and Th2-type responses in immunized mice in the 

25 absence of oil-based adjuvants, Clin.Exp.lmmunol. 101:265-271.) L'IFN-y 
ete quantifie par un test ELISA base sur les anticorps monoclonaux F1 and 
Db-1 (LO-IMEX, Belgium) comme decrit precedemment. 

Le vaccin E721-26/QuilA a genere la production d'lFN-y comme le 
montre la figure 14. 

30 Figure 14 




Les splenocytes des souris immunisees ont produit 2 a 7 fois plus 
d'IFN-y apres stimulation avec les peptides E7 que dans le milieu (0.72 
U/ml). La production spontanee d'IFN-y par les splenocytes immuns etait 
similaire a celle des splenocytes des souris traitees au QuilA, qu'ils soient 
5 stimules ou non par E7 (0.83 et 0.71 U/ml, respectivement) 

EXEMPLE 3 : Reponse immunifaire sysxemique et mucosale 

Exemple 3.1 : Activite Immunogene de la proteine E7 A21-26 en 

presence d'IMS 1113 (SEPPIC) 

10 L'activite immunogenique (humorale) de la preparation E7 A21-26, a 

ete etudiee chez les souris C57BL/6 (H-2 b ) femelles, agees de 6 semaines, 
achetees chez Charles River, en presence d'IMS 1113. (SEPPIC) 

A. Materiel et methodes 
15 Au jour 0, un groupe de 6 souris recoit une injection de 0.2 ml 

contenant 50 pg de E7 A21-26 en presence d'IMS 1113 avec 1ug de GM- 
CSF murin et 1,5 ug d'IL-2 murin par voie intramusculaire, ainsi que 20 uf 
contenant 20 pg de cette meme preparation par voie intranasale. 

Au jour 7, 14 et 21, ces souris recoivent par voie intranasale 20 pi 
20 soit 20 pg de la preparation en IMS 1 1 13. 

Au jour 60, ces souris recoivent une injection de 0.2 ml contenant 5 
pg de la preparation en IMS 1113 et 20 pi contenant 20 pg de cette meme 
preparation par voie intranasale. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital ainsi qu'un 
25 prelevement des secretions vaginales est effectue sur chaque souris avant 
la premiere injection a j-2 et 12 jours apres la derniere immunisation. 

- 6 souris contrSles recoivent les m§mes preparations sans immunogene. 

- 3 souris regoivent 100 ug de la preparation et I'absence de symptomes de 
30 maladie est etudiee pendant les 7 jours suivant I'injection. 

L'absence de toxicite de la preparation est mesuree par I'absence de 
signes cliniques : (comportement, poils, poids) et par examen anatomique 
apres autopsie. 
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S. Resuliais : 

Les souris immunisees par la preparation E7 A21-26 en presence 
d'IMS 1113 ne presentent aucun signe clinique et aucune lesion 
5 anatomique. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 100 pg de la preparation ne 
manifeste de symptornes de maladie pendant les 7 jours suivant Pinjection. 

10 La reaction immunitaire est mesuree par : 

1. Reponse humorale 

1.1. Production d'anticorps d'isotype G dans les serums 

is La presence dans le serum d'anticorps de type IgG diriges contre la 

proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en 
titre (inverse de la dilution donnant une densite optique superieure a 0.3) 

Figure 15 

20 

Les souris immunisees avec la preparation de E7 A21-26 en 
presence d'IMS 1113 presentent des titres d'anticorps de type IgG anti-E7 
tres importants. 

25 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a I'aide du 
test d'immunosuppression suivant Une dilution au 1/50 du serum preleve a 
J-2 et J72 est incubee pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces 
dilutions sont ensuite deposees sur des macrophages humains, pretraites 

30 par de IMFN-y pendant 16 heures. Apres 24 heures de culture, les 
surnageants de culture sont recuperes et la quantite de TNF-a produite est 
mesuree par un test ELISA, le DuoSet DTA 50 (R&D). Les serums 
neutralisants empechent la proteine E7 dlnduire Pexpression de TNF-ct r 
alors que les serums non neutralisants permettent la synthese de cette 

35 cytokine. 
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Les resultats sontdonnes en % de neutralisation. 

Figure 16 

1.2. Production d'anticorps d'isotype A dans les secretions vaginales 

La presence dans le serum d'anticorps de type IgA diriges contre la 
proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en 
titre (inverse de la dilution donnant une densite optique superieure a 0.3) 

Figure 17 

Les souris immunisees avec la preparation de E7 A21-26 en 
presence d'IMS 1113 presentent des titres d'anticorps de type IgA anti-E7 
tres importants. 

Exemple 3.2 : Activise immunogene de la proteine E7 A21-26 
enchassee dans du chitosan en presence d'AIF (voie systemique) ou 
en presence de PBS (voie nasale) 

L'activite immunogenique (humorale) de la preparation E7 A21-26 
enchassee dans du chitosan, a ete etudiee chez les souris C57BL/6 (H-2 b ) 
femelles, agees de 6 semaines, achetees chez Charles River. 

A. Materiel et methodes 

Au jour 0, un groupe de 6 souris recoit une injection de 0.2 ml 
contenant 50 ug de E7 A21-26 enchassee dans du chitosan en presence 
d'AIF avec 1ug de GM-CSF murin et 1,5 ug d'IL-2 murin par voie 
intramusculaire, ainsi que 20 pi contenant 20 ug de cette meme preparation 
en presence de PBS additionnee d'1ug de GM-CSF murin et 1,5 pg d'IL-2 
murin par voie intranasale. 

Au jour 7, 14 et 21, ces souris regoivent par voie intranasale 20 pi 
soit 20 pg de E7 A21-26 enchassee dans du chitosan en presence de PBS. 




Au jour 60, ces souris recoivent une injection de 0.2 ml contenant 5 
ug de la preparation en AIF et 20 pi contenant 20 ug de cette meme 
preparation en presence de PBS par voie intranasal. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital ainsi qu'un 
5 prelevement des secretions vaginales est effectue sur chaque souris avant 
la premiere injection a j-2 et 12 jours apres la derniere immunisation. 

- 6 souris controles regoivent les memes preparations sans immunogene. 

- 3 souris regoivent 100 |jg de la preparation et I'absence de symptomes de 
maladie est etudiee pendant les 7 jours suivant I'injection. 

10 

L'absence de toxicite de la preparation est mesuree par I'absence de 
signes cliniques : (comportement, poils, poids) et par examen anatomique 
apres autopsie. 

15 B. Resuliats : 

Les souris immuntsees par la preparation E7 A21-26 enchassee 
dans du chitosan ne presentent aucun signe clinique et aucune lesion 
anatomique. 

20 Aucune des 3 souris immunisees avec 100 ug de la preparation ne 

manifeste de symptomes de maladie pendant les 7 jours suivant I'injection. 

La reaction immunitaire est mesuree par : 

25 1. Reponse humorale 

1.1. Production d'anticorps d'isotype G dans les serums 

La presence dans le serum d'anticorps de type IgG diriges contre la 
30 proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en 
titre (inverse de la dilution donnant une densite optique superieure a 0.3) 

Figure 18 
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Les souris immunisees avec la preparation de E7 A21-26 enchassee 
dans du chitosan presentent des titres d'anticorps de type IgG anti-E7 tres 
importants. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a I'aide du 
test d'immunosuppression suivant. Une dilution au 1/50 du serum preleve a 
J-2 et J72 est incubee pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces 
dilutions sont ensuite deposees sur des macrophages humains, pretraites 
par de I'lFN-y pendant 16 heures. Apres 24 heures de culture, les 
surnageants de culture sont recuperes et la quantite de TNF-oc produite est 
mesuree par un test ELISA, le DuoSet DTA 50 (R&D). Les serums 
neutralisants empechent la proteine E7 d'induire I'expression de TNF-a, 
alors que les serums non neutralisants permettent la synthese de cette 
cytokine. 

Les resultats sont donnes en % de neutralisation. 

Figure 19 

1.2. Production d'anticorps d'isotype A dans les secretions 
vaginales 

La presence dans le serum d'anticorps de type IgA diriges contre la 
proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en 
titre (inverse de la dilution donnant une densite optique superieure a 0.3) 

Figure 20 

Les souris immunisees avec la preparation de E7 A21-26, enchassee 
dans du chitosan, presentent des titres d'anticorps de type IgA anti-E7 tres 
importants. 

EXEMPLE 4 : Reponse anii-tumorale protectrice 

Example 4.1 : L'injection des proteines E7A21-26 en presence d'ACF 

puis AIF genere une resistance anti-tumorale. 
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La mesure d'une reponse anti-tumorale protectrice chez les souris 
immunises avec la preparation de E7 A21-26 en presence d'ACF puis 
d'AIF (exemple 2.1) a ete testee de la maniere suivante. 

12 jours apres la derniere immunisation, les souris ont ete injectees 
5 avec 500.000 cellules C3, en sous-cutane (s-c) dans !e flanc. Les cellules 
C3, sont des cellules embryonnaires d'origine C57BL/6, transformees avec 
le genome HPV16 entier et I'oncogene ras (2). La croissance tumorale est 
evaluee 1 fois par semaine par la mesure de la surface de la tumeur. 

0 Figure 21 

Une tumeur s'est developpee chez toutes les souris contrdles 
traitees uniquement avec 1'adjuvant. Parmi les 6 souris immunisees avec la 
preparation E7 A21-26 en presence d'ACF puis d'AIF : 
l5 - 4 souris n'ont developpe aucune tumeur 

- chez 1 souris, une tumeur s'est developpee puis stabilisee 

- chez 1 souris, une tumeur s'est developpee 

La proteine E7 A21-26 produite en Pichia pastoris, genere chez la 
20 souris, en presence de ACF et d'AIF, une reponse immune specifique 
protectrice contre une tumeur induite par le papillomavirus humain de type 
16. 

Exemple 4.2 : L'injection des proteines E7A21-26 en presence de QuilA 
25 genere une resistance anti-tumorale. 

La mesure d'une reponse anti-tumorale protectrice chez les souris 
immunisees avec la preparation de E7 A21-26 en presence de QuilA 
(exemple 2.4) a ete effectuee de la maniere suivante. 
30 Deux semaines apres la 2 6me administration des traitements, les 

souris ont ete injectees avec 500.000 cellules C3, en s.c. dans le flanc. La 
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croissance tumorale est evaluee 1 fois par semaine par la mesure des 2 
principaux diametres de la tumeur. Le diam&tre tumoral moyen est calcule. 



Deux injections de E7A21-26/QuilA a trois semaines d'intervalle ont 
protege, respectivement 87.5% (7/8) des souris C57BL6 contre la tumeur 
syngenique HPV16 positive. Une tumeur s'est developpee chez toute les 
souris traitees au QuilA. La compilation des resultats de 3 experiences 
10 independantes a donne les resultats suivants : !a vaccination E7A21- 
26/QuilA a protege 91.6% (22/24), tandis que I'injection de QuilA n'a induit 
aucune resistance a C3 (0/24). Ces resultats montrent que les proteines 
recombinantes E7 de HPV16 produites en P. pastoris, deletee des acides 
amines 21 a 26, generent une immunite anti-tumorale protectrice efficace. 



EXEMPLE 5 : Reponse anti-tumorale therapeutique 

La capacity de ia preparation E7A21-26/Qui)A a induire le rejet de 
tumeurs C3 preimplantees a §te testee de la maniere suivante. 



Exempie 5.1 : IVIise en place du modele therapeutique 

A. Materiel e« methodes 

Des souris (groupes de 8) ont 6te injectees en s.c. dans le flanc 



Figure 22 



25 



avec un nombre croissant de cellules C3 : 0 ; 5.1 0 2 ; 5.1 0 3 ; 
5.1 0 4 et 5.1 0 5 , La croissance tumorale est evaluee 1 fois par 
semaine par la mesure de la surface de la tumeur. 
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TABLEAU I 



Evaluation de la croissance tumorale par la rnesure de la 
surface" des tumeurs 



Womtare 
de cellules 

injectees 


JO 


J12 


J17 


J24 


J31 


Oe + 0 


0 


0 


0 


0 


0 


5e +2 


0 


0 


0 


0,1 


1,9 


5e + 3 


0 


0 


0 


0 


2,8 


5e + 4 


0 


0 


0 


10 


6,9 


5e + 5 


0 


25 


202 


sacrifices 


sacrifices 



* La surface, exprimee en mm 2 , represente la moyenne obtenue a 
partfr de la mesure de surface de 8 tumeurs. 



Les souris ayant regu 5.10 5 cellules ont toutes developpe une 
tumeur 12 jours apres Hnjection de cellules (8/8). 
Parmi les souris ayant re?u 5.1 0 4 cellules, 4 souris/8 ont 
developpe une tumeur 21 jours apres ('injection des cellules et 4 
souris /8, 28 jours apres Pinjection. 

Parmi les souris ayant regu 5.10 3 cellules, 1 souris /8 a 
developpe une tumeur 35 jours apres injection des cellules, 3 
souris /8, 42 a 60 jours apres Tinjection et les 4 autres souris ne 
presentent toujours pas de tumeur. 

Parmi les souris ayant regu 5 AO 2 cellules, 1 souris /8 a developpe 
une tumeur 35 jours apres rejection des cellules, les 7 autres 
souris n'ont toujours pas developpe de tumeur. 



Exemple 5.2 : Reponse anii-iumorale che 2 la souris ayant regu une 
dose de 5.1 0 5 cellules C3 

A. Materiel et methodes 

Des souris onf d'abord ete injectees en s.c. dans le flanc avec 
500.000 cellules C3 flour 0). Les jours 2 et 7, les souris ont recu une 
mjectlon s.c. a la base de la queue de E7A21-26 (6.9 M g)/QuilA (15 ug) 
(n=8) ou QuilA (15 ug) (n=8) dans 100 pi de PBS. La tallle des tumeurs a 
ete mesuree 2 fols par semaine comme decrit plus haut dans I'exemple 4.2. 

B. Resu/tats 

La figure 23 presente les resultats d'une experience representative. 

Les injections de E7A21-26/QuilA ont induit un rejet total de la 
tumeur (1/8) ou une regression transitoire (7/8). Le vaccin E7A21-26/QuilA 
a significativement augmente la duree de survie des animaux. Celle-ci a ete 
calculee comme la moyenne du temps en jours auquel la tumeur a atteint 
un diametre tumoral moyen de 20 mm. Les 7 souris du groupe traite avec 
E7A21-26/QuilA, dont la tumeur a regresse transitoirement, ont eu une 
duree de vie moyenne de 42 ± 8 jours. 

L'injection de E7A21-26/QuilA est capable d'induire une reponse 
anti-tumorale therapeutique. La duree de vie moyenne obtenue peut etre 
cependant amelioree car dans cette experience, une quantite saturante de 
cellules C3 ont ete injectees (500 000 cellules). 

Une quantite lim.naire devrait etre injectee, ce qui represented plus 
la realite. Ce nombre minimal devrait etre de 10 4 cellules, comme nous le 
montre le modele therapeutique. 
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EXER/iPLE 6 ; COMPOSITION POUR VACG1NATIQM AON. 

Construction d'un vgcteur depression pour une proteine 
chimeriqus H-E7A21-26 (5462 bp). 
5 La sequence codant pour E7A21-26 a ete synthetisee par PCR a 

partir du plasmide pcDNA.3 E7A21-26 (PTG6008, Transgene, Strasbourg, 
France) avec une amorce 5' contenant un site de clivage par BamHI (5- 
GAG GGA TCC AAT CAT GCA TGG AG A TAC ACC TAC A-3') (SEQ ID 
N°6) et une amorce 3' contenant un site de clivage par Xbal (5-GAG AGG 

10 CTT CTA GAA GAT TAT GGT TTC TGA GAA CA-3') (SEQ ID N°7). Le 
produit PCR restant restreint par BamHI et Xbal a ete purifie puis insere 
dans un vecteur pcDNA.3zeo-li-E2 (6306 bp) prealablement delete du 
fragment 5'-BamHI-Xbat-3' contenant la sequence codant pour E2. Le 
vecteur codant pour li-E2 a ete construit comme suit : la sequence (249 nt) 

is codant pour les aa 1 a 80 de la chaTne invariante (Ii80), a ete obtenue a 
partir du vecteur pMFG-H80-E7 (K. Thielemans et C. Heirman, VUB, 
Bruxelles, Belgique) par i) clivage par Ncol, ii) bluntage puis iii) coupure 
BamHI. La sequence codant pour E2 a ete synthetisee par PCR a partir du 
genome HPV16 d'origine (Durst et al., 1983, PNAS 80 :3812-3815) avec 

20 une amorce 5' contenant un site de clivage par BamHI (5'-GAG GGA TCC 
AAT CAT GGA GAC TCT TTG CCA ACG T-3') (SEQ ID N°8) et 3' 
contenant un demi site de clivage par EcoRV (5-ATC GAT TTG TCA TAT 
AGA CAT AAA TCC AGT-3') (SEQ ID N°9) , puis clivee avec BamHI. Les 
fragments li et E2 (1095 bp) ont ete inseres dans pcDNA.3zeo (Invitrogen) 

25 prelalablement delete du fragment BamHi-EcorV (35 nt). 
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REVEMD1CATIQMS 

1. Produit d'expression d'un ADN codant une proteine E7 mutee du 
Papillomavirus HPV-16, caracterisee en ce que ladite proteine comprend la 
sequence en acides amines SEQ ID N°1. 

2. Acide nucleique codant la proteine E7 mutee seion la revendication 1, ou 
acide nucleique de sequence complementaire. 

3. Acide nucleique selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il 
comprend un polynucleotide regulateur contr6lant I 'expression de la 
proteine E7 mutee dans une cellule h6te procaryote ou eucaryote. 

4. Acide nucleique selon la revendication 3, caracterise en ce que ledit 
polynucleotide regulateur controle I'expression de la proteine E7 mutee 
dans une cellule de levure. 

5. Cassette d'expression comprenant un acide nucleique selon I'une des 
revendications 3 et 4. 

6. Cassette d'expression selon la revendication 5, comprenant en outre un 
polynucleotide marqueur de selection. 

7. Vecteur recombinant de clonage et/ou d'expression comprenant un acide 
nucleique selon I'une des revendications 1 a 4 ou une cassette 
d'expression selon I'une des revendications 5 et 6. 

8. Cellule note transformee par un acide nucleique selon I'une des 
revendications 2 a 4, une cassette d'expression selon I'une des 
revendications 5 et 6, ou un vecteur recombinant selon la revendication 7. 
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9. Cellule hote transrormee selon la revendication 8, caracterisee en Ge qiTil 
s'agit d'une cellule de levure. 

10. Composition comprenant le produit d'expression d'un ADN codant la 
5 proteine E7 mutee selon la revendication i . 

11. Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, le 
produit d'expression d'un ADN codant la proteine E7 mutee selon la 
revendication 1, le cas echeant en association avec un ou plusieurs 

10 excipients physiologiquement compatibles. 

12. Composition immunogene comprenant, a titre de principe actif, le 
produit d'expression d'un ADN codant la proteine E7 mutee selon la 
revendication 1, le cas echeant en association avec un ou plusieurs 

15 excipients ou adjuvants de I'immunite physiologiquement compatibles. 

13. Composition vaccinale preventive ou curative d'un cancer provoque par 
une infection a Papillomavirus, caracterisee en ce qu'elle comprend, a titre 
de principe actif, le produit d'expression d'un ADN codant la proteine E7 

20 mutee selon la revendication 1, en association avec un ou plusieurs 
adjuvants de rimmunite physiologiquement compatibles. 

14. Composition vaccinale selon la revendication 13, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un adjuvant susceptible d'orienter 

25 preferentiellement la reponse immunitaire vers la production d'anticorps 
neutralisant I'activite immunosuppressive de la proteine E7 native, 

15. Composition vaccinale selon la revendication 14, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un adjuvant susceptible d'orienter 

30 preferentiellement la reponse immunitaire vers la production d'anticorps 
d'isotype IgA. 
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16. Composition vaccinale selon la revendication 14, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un adjuvant susceptible d'orienter 
preferentiellement la reponse immunitaire vers la production, d'anticorps 
d'isotype IgG. 

17. Composition vaccinale selon la revendication 14, caracterisee en ce 
qu'elle comprend la combinaison (i) d'un adjuvant susceptible d'orienter 
preferentiellement la reponse immunitaire vers la production d'anticorps 
d'isotype IgA et (ii) d'un adjuvant susceptible d'orienter preferentiellement la 
reponse immunitaire vers la production, d'anticorps d'isotype IgG. 

18. Composition vaccinale selon la revendication 17, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins un adjuvant de I'immunite susceptible d'induire i 
une reponse immunitaire humorale et cellulaire. j 

19. Composition vaccinale selon la revendication 18, caracterisee en ce 
que la reponse cellulaire est caracterisee notamment par la proliferation de : 
lymphocytes T exprimant I 'antigene CD8 et reconnaissant specifiquement 
la proteine E7 sauvage. 

20. Composition vaccinale preventive ou curative d'un cancer provoque par 
une infection par HPV-16, caracterisee ne ce qu'elle comprend une quantite 
immunologiquement efficace d'un acide nucleique selon I'une des 
revendications 2 a 4, d'une cassette d'expression selon I'une des 
revendications 5 et 6 ou d'un vecteur recombinant selon la revendication 7. 

21. Precede pour la production du produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7 mutee du Papillomavirus HPV-16 dans une cellule de levure, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 



I V-/ » V* W jW * 
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a) Transformation d'une culture de cellules de levure du genre Pichia 
pastoris avec un vecteur recombinant selon la revenclication 7 ; 

b) Selection des cellules de levures transformees par le vecteur ; 

c) Culture des cellules transformees selectionnees a I'etape b) ; 

d) Purification du produit ^expression a partir du sumageant de culture 
obtenu a Tissue de I'etape c). 

22. Anticorps neutralisants diriges contre le produit ^expression de I'ADN 
codant la proteine E7 mutee selon la revendication 1. 

23. Composition pour vaccination passive a I'encontre d'une infection par 
HPV-16 contenant des anticorps selon la revendication 22. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> NEOVACS 



<120> Proteine E7 mutee de HPV-16, composition immunogene 

contenant ladite proteine et son procede de preparation 

<130> Neovacs-E7 mutee 

<140> 
<141> 

<160> 9 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 92 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
artificielle :E7-delta-21-26 

<400> 1 

Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin 
15 10 15 

Pro Glu Thr Thr Gin Leu Asn Asp Ser Ser Glu Glu Glu Asp Glu lie 
20 25 30 

Asp Gly Pro Ala Gly Gin Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn lie 
35 40 45 

Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gin 
50 55 60 

Ser Thr His Val Asp lie Cys Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr 
65 70 75 80 

Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys Ser Arg Lys Pro 
85 90 



<210> 2 
<211> 276 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
art if icielle:E7-delta-21-26 

<400> 2 

catggagata cacctacatt gcatgaatat atgttagatt tgcaaccaga gacaactcaa 60 
ttaaatgaca gctcagagga ggaggatgaa atagatggtc cagctggaca agcagaaccg 120 
gacagagccc attacaatat tgtaaccttt tgttgcaagt gtgactctac gcttcggttg 180 
tgcgtacaaa gcacacacgt agacattcgt actttggaag acctgttaat gggcacacta 240 
ggaattgtgt gccccatctg ttctcagaaa ccataa 276 



I til U^|J»Jl 



<210> 3 
<211> 38 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> . , n , 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 

<400> 3 

gagaaaagag aggctgaagc tcatggagat acacctac 



<210> 4 
<211> 35 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 4 

gcaaccagag acaactcaat taaatgacag ctcag 



<210> 5 
<211> 42 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 5 

gttctcagaa accataatga attcatgttt caggacccac ag 



<210> 6 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> , 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 

<400> 6 

gagggatcca atcatgcatg gagatacacc tac 



<210> 7 
<211> 35 
<212> AD1\F 

<213> Sequence artificielle 

<220> . t , , 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 



<400> 7 

gagaggcttc tagaagatta tggtttctga gaaca 



35 




3 



<210> 8 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 8 

gagggatcca atcatggaga ctctttgcca acgt 

<210> 9 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle .-amorce 
<400> 9 

atcgatttgt catatagaca taaatccagt 
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